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La N-glicosilación es una de las modificaciones post-traduccionales más frecuentes en 
proteínas de eucariotas. Cerca de un cuarto de las mismas son N-glicosiladas al ingresar al lumen 
del retículo endoplásmico (RE) a través del translocón SEC61. Dicha modificación es catalizada 
por la enzima oligosacariltransferasa (OST), un complejo oligomérico que se asocia al SEC61. La 
OST transfiere un olicosacárido de alta manosa a la cadena lateral de asparaginas que se 
encuentran en el contexto de ASN-X-SER/THR (donde X no puede ser prolina). A esta secuencia 
consenso se le conoce como secuón de N-glicosilación. 
Los N-glicanos cumplen diversos roles biológicos. Por ejemplo, asisten al plegado 
proteico en el RE y pueden participar en numerosos eventos de reconocimiento molecular. La 
presencia de un secuón de N-glicosilación no garantiza su ocupación por la OST. Por esta razón, 
una proteína puede presentarse como una mezcla de secuones parcialmente ocupados, un 
fenómeno conocido como macroheterogeneidad de la N-glicosilación. Se sabe que algunos 
secuones no son un buen sustrato para la OST, por ejemplo, aquellos que presentan un residuo 
acídico en el medio. Sin embargo, los determinantes moleculares para tal comportamiento son 
desconocidos en gran medida. Aquí se estudia cómo la dinámica de biosíntesis y plegado 
modulan este proceso complejo. Por una parte, se encontró que los codones sinónimos en los 
genes que codifican a las glicoproteínas no afectarían apreciablemente a la eficiencia de N-
glicosilación. Por otra parte, se pudo determinar el efecto de la estabilidad termodinámica de 
las proteínas sobre la eficiencia de la N-glicosilación post-traduccional. 
 















N-glycosylation is one of the most frequent protein modifications in eukaryotes. Nearly 
one quarter of eukaryotic proteins are N-glycosylated as they enter into the lumen of the 
endoplasmic reticulum (ER) through the SEC61 translocon. This modification is carried out by 
the oligosaccharyltransferase enzyme (OST), an oligomeric complex associated with the SEC61. 
OST transfer a high mannose glycan to the lateral chain of ASN residues within the context ASN-
X-SER/THR (where X cannot be PRO). This consensus sequence is known as N-glycosylation 
sequon.  
N-glycans fulfill several biological roles. For example, they assist protein folding in the 
ER and they can participate in several molecular recognition events. The presence of an N-
glycosylation sequon does not guarantee its full occupation by the OST. For this reason, a protein 
may present a mixture of partially occupied sequons, a phenomenon known as N-glycosylation 
macroheterogeneity. It is known that some sequons are poorly recognized by the OST, for 
instance those displaying acidic residues in the middle. Nevertheless, the molecular 
determinants for this behavior are largely unknown. Here we study how the protein biosynthesis 
dynamics and folding modulate this complex process. We showed that codon usage does not 
affect appreciably the efficiency of N-glycosylation. In addition, we could determine the effect 
of protein´s thermodynamic stability on the efficiency of post-translational N-glycosylation. 
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I. Flujo de la información genética. 
En 1958, Francis Crick enunció el dogma central de la biología molecular, donde se 
establece el flujo de la información genética (figura 1). Las células, mediante el proceso de 
transcripción y traducción, producen una proteína compuesta por una cadena de aminoácidos, 
estando establecidas en el código genético las reglas básicas para la conversión de un gen en 
proteína.  
 
Figura 1. Dogma central de la biología molecular: el ADN es transcripto a una molécula de 
ARN mensajero, la cual será traducida para generar una proteína. 
 
Las proteínas constituyen más de la mitad del peso seco de una célula, siendo su síntesis 
primordial para el mantenimiento, crecimiento y desarrollo celular. El proceso, conocido como 
traducción, es mediado por ribosomas en tres etapas. Durante la iniciación, el ribosoma se 
posiciona sobre el codón de inicio (AUG) junto con el ARN de transferencia (ARNt) 
correspondiente. En la elongación, se va construyendo la cadena polipeptídica siguiendo el 
marco de lectura del ARN mensajero (ARNm). Los aminoácidos son entregados al ribosoma 
mediante ARNt que componen complejos ternarios y que sirven de moléculas adaptadoras entre 
el aminoácido y el codón ubicado en el sitio A del ribosoma. La traducción finaliza cuando el 
ribosoma alcanza un codón de terminación (“stop”), liberando al polipéptido y 
desensamblándose las subunidades ribosomales1. Múltiples proteínas pueden ser sintetizadas 
en simultáneo sobre una molécula de ARNm, conformando una estructura conocida como 
polisoma, que consiste en varios ribosomas traduciendo al mismo mensajero. 
 
II. Uso de codones. 
Los codones son tripletes de nucleótidos en el ARNm compuestos por 4 bases: adenina 
(A), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U). Ello permite la generación de 64 posibles codones, 
tres de los cuales representan señales de terminación de la traducción. Los restantes 61 
codifican a los 20 posibles aminoácidos, resultando en una redundancia donde múltiples 
10 
 
codones pueden codificar al mismo aminoácido (figura 2). Los únicos residuos que no presentan 
redundancia son metionina y triptófano, los cuales son codificados respectivamente por los 
codones AUG y UGG. La redundancia del código genético ofrece una oportunidad a la evolución 
para sintonizar la eficiencia y precisión de la producción proteica a varios niveles, manteniendo 
la misma secuencia aminoacídica2.  
En cada organismo no hay una distribución al azar sino que existe una preferencia por 
ciertos codones por sobre otros, fenómeno conocido como sesgo en el uso de codones3. Así, los 
codones sinónimos aparecen con diferentes frecuencias y su ocurrencia no sólo varía entre 
especies, sino también dentro de genes del mismo genoma. Las preferencias son más fuertes en 
genes de alta expresión a través de organismos diversos, sugiriendo la existencia de una presión 




Figura 2. Codones del ARNm y su correspondencia aminoacídica. 
 
Muchas células contienen menos de 61 tipos de ARNt, lo cual se explica por la capacidad 
de algunos ARNt de decodificar a más de un codón. Esto es posible debido a que existen dos 
posibles maneras de decodificación: (1) vía estricto apareamiento de bases por Watson-Crick 
(WC) en las tres posiciones de la interacción codón:anticodón, ó (2) a través de apareamiento 
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del tipo no-Watson-Crick en la tercera posición del codón (conocida como interacción de tipo 
“wobble”)5. Para el “wobbling” existen reglas que se muestran en la tabla 1. 
 
base 3' del codón base 5' del anticodón 
G C 
C, U G 
A U 
A, C, U I 
Tabla 1. Reglas de apareamiento por wobbling en eucariotas. La inosina (I) es una 
modificación frecuente de la adenosina que ocurre en la posición wobble de muchas especies de 
ARNt. 
 
III. Velocidad de traducción. 
El sesgo en el uso de codones es una característica universal de los genomas procariotas 
y eucariotas y, se ha propuesto que regula la eficiencia de traducción, la precisión y el plegado 
proteico, basándose en la asunción de que el uso de codones afecta la dinámica de traducción6. 
Que haya selección en el uso de codones podría deberse a la necesidad de maximizar la 
velocidad de elongación y aumentar la concentración de ribosomas libres, y/o a minimizar la 
incorporación de aminoácidos incorrectos en la cadena naciente7. Una teoría aceptada que 
explica la significancia biológica de la no uniformidad en el uso de codones es que los mismos 
son traducidos a diferentes velocidades8,9. Así, es posible cambiar la tasa de emergencia del 
polipéptido desde el ribosoma mediante la elección de los codones. 
 
La síntesis proteica es un proceso costoso en cuanto a energía y recursos celulares10. El 
proceso de selección natural sobre el sistema tiende a favorecer una máxima eficiencia y 
fidelidad,  minimizando en paralelo el gasto energético, siendo un ejemplo de esto el uso de 
codones. Dicho sesgo se cree que reduce aproximadamente un 5% el requerimiento de los 
ribosomas que si se usaran todos los codones por igual11. 
 
Tradicionalmente se han usado diferentes criterios para predecir la velocidad de 
traducción de los codones, incluyendo su frecuencia de uso y la concentración de especies de 
ARNt capaces de decodificarlos, lo cual no siempre se correlaciona. Los ARNt correspondientes 
a codones sinónimos pueden variar en cantidad dentro de las células12. 
 
Si se considera a los ARNt como la oferta durante la traducción, luego, el uso de codones 
en el transcriptoma sería la demanda13. El balance entre la oferta y demanda (el grado de 
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adaptación del pool de ARNt al uso de codones en el transcriptoma) puede afectar los niveles 
de producción de proteínas. ¿Por qué las células habrían de coordinar la oferta y demanda en la 
traducción? La coordinación aseguraría la alta expresión de ciertos genes; así, genes que 
debieran ser expresados en altos niveles en un dado estado celular, serían traducidos más 
eficientemente debido a una buena adaptación al pool de ARNt en ese estado, siendo un 
ejemplo de ello el caso de Drosophila, donde los genes de alta expresión son codificados 
principalmente por codones que se corresponden con ARNt abundantes, permitiendo una 
traducción rápida y de alta fidelidad14. Otra visión implica que la coordinación podría permitir la 
optimización de la asignación de recursos de la traducción en la célula. De acuerdo a esto último, 
cuando la oferta y la demanda están balanceadas, se espera que los ribosomas fluyan sin 
congestión, minimizando los costos13. Mediante la expresión de ARNt en proporción al sesgo en 
sus codones se puede obtener una alta tasa de traducción de los mensajeros, con una inversión 
relativamente baja del aparato traduccional por masa 
 
La existencia de una relación entre el uso de codones y la abundancia del anticodón, 
donde el uso de codones está adaptado para coincidir con el anticodón de los ARNts, fue 
demostrada por vez primera en los comienzos de la década del 1980 en E. coli15,16. El sesgo en el 
uso de codones correlaciona con los niveles de ARNt en E. coli15, Saccharomyces cerevisiae17,18, 
Saccharomyces pombe19, Neurospora crassa20, Caenorhabditis elegans21, Drosophila spp22., 
Mycoplasma capricolum23  y Arabidopsis thaliana24.  Con la terminación de la secuenciación del 
genoma de C. elegans, se reportó que el número de genes para ARNt y su uso de codones en el 
genoma están co-adaptados para una traducción óptima en genes de alta expresión21. Sin 
embargo, existen excepciones, como el caso de algunos aminoácidos en cloroplastos de tabaco, 
donde se ha determinado que no hay correlación entre la abundancia del codón y la de su ARNt 
correspondiente25. En el caso de los humanos, algunos estudios no han encontrado evidencia de 
selección traduccional en humanos (adaptación del uso de codones al pool de ARNt), sugiriendo 
que los codones sinónimos en esa especie no serían seleccionados para maximizar la eficiencia 
traduccional26. Por otra parte, otros estudios han señalado una selección traduccional débil pero 
significativa en humanos27. 
  
La tasa en la que un ribosoma agrega un aminoácido codificado por un codón en 
particular a la cadena naciente puede variar significativamente y se le conoce como tasa de 
traducción del codón28. Los codones frecuentes han sido tradicionalmente considerados 
rápidos, mientras que los raros han sido predichos como lentos. Así, en la mayoría de los casos 
el término codón raro significará al mismo tiempo que se traduce lentamente29.  
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Se ha propuesto que la tasa de elongación por codón depende del pool de ARNt y que 
el ribosoma debe esperar más tiempo para que un ARNt poco frecuente ingrese al sitio A30. Un 
ARNt near-cognate (NC) se define como aquel que puede establecer un apareamiento de WC 
con los dos primeros nucleótidos del codón pero que tiene cargado un aminoácido distinto al 
codificado por el codón. El proceso de muestreo y expulsión de un ARNt NC impone un costo 
cinético sustancial en los casos donde los ARNt cognate (aquellos que tienen cargado el 
aminoácido correcto) son poco abundantes en comparación con los NC. Generalmente se asume 
que un aumento de la relación NC sobre cognate disminuye la velocidad de traducción como 
resultado de una competencia en el ribosoma31. Existe evidencia en bacteria de que un exceso 
de ARNt cognate sin aminoácido cargado puede competir por el ingreso al sitio A del ribosoma 
con el complejo ternario, disminuyendo así la tasa de elongación durante la síntesis proteica32. 
 
Los codones raros tienen el potencial de bajar la tasa de elongación traduccional debido 
a tiempos de permanencia relativamente altos del ribosoma en su búsqueda por ARNt raros33. 
En su trabajo Spencer et al.34 mostraron que cuando una proteína es codificada por codones 
poco abundantes, la misma muestra menores niveles de expresión debido a una menor 
velocidad de traducción respecto de la secuencia silvestre, y vieron el fenómeno opuesto en el 
caso de la secuencia codificada por los codones más abundantes (que correlacionan con los ARNt 
más abundantes). 
 
En su estudio, Sørensen et al.35, realizaron mediciones in vivo y mostraron que la 
inserción de codones raros o frecuentes afecta a la tasa de elongación, siendo la tasa de 
incorporación de aminoácidos en los codones frecuentes seis veces más rápida que en los raros. 
Sin embargo, también observaron que dos codones sinónimos leídos por el mismo ARNt fueron 
traducidos con una tasa que difiere tres veces, implicando que la traducción de esos codones no 
se debe únicamente a la abundancia de ARNt. 
 
Los perfiles de ribosomas (“ribosome profiling”) generan un set de fragmentos de ARNm 
protegidos por ribosomas (huellas, “footprints”), que muestran la densidad ribosomal a lo largo 
de los ARNm con una resolución a nivel de codón individual. El estancamiento de ribosomas 
debido a una traducción lenta genera una acumulación de huellas ribosomales en posiciones 
especificas dentro de un gen y, en consecuencia, aparece un pico de densidad ribosomal. 
Analizando perfiles ribosomales de E. coli, B. subtilis, C. elegans y S. cerevisiae36 se vio por vez 
primera que existe una correlación significativa entre las concentraciones de ARNt y el tiempo 
de decodificación de un codón. Mientras que en otros estudios no se halló correlación entre una 
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alta tasa de elongación y el uso de codones frecuentes37. Tampoco se ha encontrado una 
correlación entre el tiempo de decodificación del codón y el número de copias génicas de ARNt 
(tAI) en perfiles ribosomales de ratón36. 
 
Ciertos estudios han sugerido que la velocidad de decodificación puede variar según sea 
por apareamiento de WC ó vía wobbling, resultando en tasas más lentas con el decodificado de 
tipo wobble22, 34, 38. Usando perfiles ribosomales, en un trabajo se obtuvo la ocupación ribosomal 
in vivo como una función de la identidad del codón en C. elegans y en células HeLa, donde se vió 
una gran ocupación en codones que son traducidos vía wobbling G:U en comparación con sus 
codones sinónimos traducidos por interacciones G:C. Estos resultados apoyan a un modelo en 
donde la translocación ribosomal resulta enlentecida en posiciones con wobbling38. 
 
IV. Codones raros 
Se ha visto que los codones poco frecuentes o raros no están distribuidos al azar en las 
secuencias codificantes, sino que tienden a aparecer en clusters en la mayoría de las especies. 
Esto llevó a la hipótesis de que se encuentran bajo una presión de selección positiva en ciertas 
locaciones, debido a algún rol funcional39. 
Existe un patrón común que predomina en genes de alta expresión en eucariotas y 
procariotas: una extensión de 30-50 codones relativamente raros luego del codón de inicio. Se 
observó que el extremo 5’ de las secuencias codificantes de proteínas de secreción está más 
enriquecido en codones raros que el de las proteínas citosólicas y, en consecuencia, se han 
planteado tres posibles explicaciones40 (figura 3). Una posibilidad es que ello contribuya a 
aumentar el direccionamiento a la membrana del RE y la eficiencia de secreción. Otra, es que 
debido a que los codones raros reducen la tasa de traducción, crearían una rampa que 
optimizaría el espaciamiento entre ribosomas sobre el ARNm, previniendo así los 
embotellamientos de ribosomas. Por último, se ha propuesto que podría ser un subproducto de 
la selección actuando sobre el contenido GC, ya que un alto porcentaje GC suele generar 
estructuras de ARNm más estables y ello podría interferir con el inicio de la traducción41. Por 
otra parte, dado que el ribosoma procariota tiene actividad helicasa, se espera que sea menos 





Figura 3. Diferentes hipótesis acerca de la ocurrencia de codones poco frecuentes en el 
extremo 5’ del ARNm. Modificada de “Roles for Synonymous Codon Usage in Protein Biogenesis”. 
 
Dicha rampa de codones raros quizá explicaría por qué la expresión de genes foráneos 
a veces falla, ya que, debido a cambios en la disponibilidad de los ARNt, la rampa desaparecería 
en un sistema heterólogo. También ayudaría a explicar por qué la sobreexpresión de ARNt poco 
frecuentes (que mejoraría la producción proteica) no siempre funciona y que incluso puede ser 
contraproducente: la sobreexpresión excesiva de un ARNt poco abundante podría significar 
cambios en la eficiencia de traducción de ciertos codones, quebrantando así la rampa en 
detrimento de la síntesis proteica42.  
 
Cannarozzi43 y colegas observaron que codones idénticos tienen una fuerte tendencia a 
ser utilizados nuevamente cuando un aminoácido se repite, y que, si el mismo codón no es 
reusado, existe una tendencia a utilizar el codón sinónimo más cercano del wobbling. A tal 
ocurrencia se le llamó autocorrelación. Existe una menor densidad ribosomal en ARNm 
reporteros con codones autocorrelacionados que en sus contrapartes con codones 
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anticorrelacionados (la densidad ribosomal es inversamente proporcional a la tasa de 
elongación). Se concluye que la ventaja de reusar un codón proviene de la posibilidad de 
reutilizar el ARNt correspondiente, lo cual implica que los ARNt que salen del ribosoma 
permanecen asociados con la maquinaria traduccional, estando disponibles cuando el próximo 
codón idéntico aparece. Este modelo requiere que las enzimas responsables de unir el 
aminoácido a los ARNt (aminoacil-ARNt sintetasas) estén también asociadas a los ribosomas, de 
lo cual hay evidencias44.  
  
V. Estructura del ARNm 
La secuencia nucleotídica primaria determina la estructura secundaria de los ARNm. 
Considerando que la formación de estructura secundaria en los mensajeros se basa en 
apareamientos nucleotídicos, un cambio en la secuencia puede alterarla considerablemente. 
Estructuras estables en el ARNm pueden generar pausas traduccionales, pudiendo 
proveer de un mecanismo adicional para regular la velocidad de traducción. Estructuras 
plegadas en la región codificante representan barreras cinéticas que disminuyen la tasa de 
elongación peptídica, debido a que el ribosoma debe romper las estructuras que encuentra en 
su camino para translocar al siguiente codón45. Se ha hipotetizado que genes que no se expresan 
mucho favorecen la formación de estructuras en el ARNm y que, a la inversa, una alta expresión 
proteica es facilitada por una organización estructural débil alrededor del 5’ del ARNm46. 
 
La eficiencia traduccional estaría entonces determinada por el bias en el uso de los 
codones, el contenido GC y la estructura secundaria del ARNm. 
 
VI. N-glicosilación. 
El retículo endoplasmático (RE) es el compartimiento subcelular involucrado en la 
síntesis, modificación y plegado de proteínas que serán destinadas a secreción, membrana 
plasmática o distintas organelas de los sistemas endocítico y exocítico. Las proteínas destinadas 
a entrar en la vía secretora usualmente poseen una extensión en el N-terminal llamada péptido 
señal. Dicha secuencia señal permite el transporte de la proteína naciente hacia sitios de 
translocación sobre la membrana del RE, donde luego será removida proteolíticamente47. A 
medida que son sintetizadas, estas proteínas ingresan al lumen del RE mediante un complejo de 





Figura 4. Translocación al RE de una proteína de vía secretora. 
 
Durante la síntesis proteíca pueden actuar sobre la cadena naciente diversas enzimas 
que la modifiquen. Dichas modificaciones, que tienen lugar antes de que se complete la síntesis, 
se conocen como co-traduccionales. Es posible que una modificación requiera de un 
determinado tiempo óptimo de traducción. Con lo cual se puede pensar que algunas 
modificaciones, como la glicosilación, podrían requerir de una determinada tasa de traducción 
en el momento en que la misma sucede. Así, la secuencia nucleotídica que codifica para la 
proteína y, no solo su secuencia aminoacídica, podrían determinar la eficiencia de la 
modificación. 
 
Las glicoproteínas son resultado de la unión covalente de cadenas hidrocarbonadas a 
proteínas. La glicosilación es una de las modificaciones más importantes llevadas a cabo en el 
lumen del RE y en el complejo de Golgi. Muchos de los oligosacáridos que forman parte de 
glicoproteínas, están unidos a residuos de asparagina (Asn) mediante un enlace -N-glicosídico. 
Cerca de un cuarto de las proteínas eucarionte son N-glicosiladas al ingresar a la vía secretoria. 
Los N-oligosacáridos que se transfieren a las cadenas polipeptídicas nacientes son homogéneos, 
relativamente simples y comunes a casi todas las células eucariotas. Luego de la transferencia, 
los N-glicanos son procesados en el RE manteniendo un espectro bastante uniforme de 
glicoformas. Durante el tránsito posterior por el complejo de Golgi los N-glicanos son sometidos 
a marcadas modificaciones en su estructura, generando una enorme diversidad química48.  
En el lumen del RE, un oligosacárido de alta manosa (GlcNAc2Man9Glc3) es inicialmente 
transferido en bloc a partir del dolicol pirofosfato a una asparagina (Asn) presente en un 
secuón49. Un secuón es una secuencia consenso (N-X-S/T, siendo X≠Pro), necesaria pero no 
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suficiente para que se dé la N-glicosilación. La enzima que cataliza la transferencia del 
oligosacárido se denomina oligosacariltransferasa (OST), un complejo asociado a la membrana 
del RE, que está compuesto por siete subunidades en células humanas50 (figura 5).  
 
Figura 5. Esquema del proceso de N-glicosilación dentro del lumen del RE. 
 
La subunidad de la OST encargada de la catálisis enzimática se denomina STT3. La misma 
reconoce ambos sustratos, al lípido dolicol oligosacárido dador y a la secuencia proteica 
aceptora. En algunos organismos como T. cruzi la STT3 es la única subunidad presente. En años 
recientes el grupo del Dr. Reid Gilmore demostró que en eucariotas superiores existen dos 
isoformas de esta subunidad, denominadas STT3A y STT3B51. La STT3A se encontraría en 
complejos de OST principalmente asociados al translocón Sec61 y su función sería la de glicosilar 
a los secuones a medida que emergen en el lumen del RE. Por otra parte, los complejos que 
presentan la STT3B focalizarían su actividad sobre aquellos secuones que quedaron vacantes 
luego de su ingreso al RE, siempre y cuando los mismos se encuentren accesibles al sitio activo 
de la enzima. Esta duplicación del gen de la subunidad catalítica permite a las células tener dos 
complejos OST actuando secuencialmente, maximizando enconces la eficiencia de la N-
glicosilación. En particular, se pudo observar que la STT3B tiene un rol importante en la 
ocupación de secuones cercanos al extremo C-terminal de las proteínas ó al péptido señal52,53. 
En dicho escenario, la exposición al medio de un secuón una vez que la proteína se pliega pasa 
a ser una variable relevante para su ocupación, así como también la cinética y estabilidad del 
plegado. 
La glicosilación resulta importante para el correcto plegado de muchas proteínas, puesto 
que los N-glicanos facilitan la interacción con chaperonas del RE como calnexina y calreticulina. 
Además, la modificación aumenta la estabilidad proteica, protege de la agregación 
enmascarando superficies hidrofóbicas expuestas y del ataque por proteasas. También, modula 
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el direccionamiento a sitios sub y extracelulares, así como las interacciones célula-matriz y 
célula-célula.  
 
Por otra parte, en virtud de su volumen y naturaleza hidrofílica, los N-glicanos alteran 
las propiedades biofísicas de los polipéptidos nacientes, aumentando su solubilidad y 
restringiendo la conformación local del polipéptido54.  
 
La presencia de un secuón no garantiza que la N-glicosilación suceda. Dado que existen 
diversos factores que afectan la eficiencia de este proceso, la ocupación de estos sitios es 
variable, dando origen a un fenómeno conocido como macroheterogeneidad de glicoformas 
(variabilidad en el grado de ocupación de los sitios). 
 
La eficiencia de glicosilación depende de la disponibilidad de precursores unidos al lípido 
dolicol, de la actividad de la OST y de la estructura primaria, secundaria y terciaria de la 
proteína55. El grado de ocupación de los sitios potenciales de N-glicosilación depende de la 
secuencia proteica primaria, particularmente de los aminoácidos que constituyen al secuón y de 
los que rodean a la secuencia consenso. Los aminoácidos vecinos a una Asn glicosilable 
influencian tanto las interacciones específicas con la OST como el plegado local, estabilidad y 
dinámica de las proteínas. En particular, es bien conocido que los secuones N-X-T son mucho 
más eficaces que los N-X-S56,57 debido a una mayor afinidad por el sitio activo de la OST. Además, 
la posición +1 (residuo “X”) respecto de la Asn posee un marcado efecto en la glicosilación: 
mientras que los aminoácidos hidrofóbicos, voluminosos o acídicos reducen la ocupación de 
secuones, aquellos residuos pequeños, hidrofílicos ó básicos resultan en secuones altamente 
modificados.  Una posible explicación a esto podría ser que la carga del aminoácido “X” influiría 
en la capacidad de la OST de unir simultáneamente al secuón y al precursor dolicol-PP-
oligosacárido cargado negativamente58. 
 
Dado que la N-glicosilación es un proceso co-traduccional, se cree que la eficiencia del 
mismo resulta de una competencia entre la velocidad de plegado de la proteína y la adición del 
oligosacárido precursor unido al lípido dolicol59. 
 
En sus investigaciones, Malkin y Rich60 (año 1967) y, Blobel y Sabatini61, 62 (año 1970) 
estimaron que dentro de la subunidad mayor del ribosoma caben entre 35 a 39 residuos del 
extremo carboxi terminal de la cadena naciente y, que se requiere un mínimo de 20 residuos 
para atravesar la bicapa lipídica. Esas consideraciones sugieren que antes de que un sitio 
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particular pueda estar accesible al lumen del RE una longitud mínima de 55 a 60 residuos debe 
ser sintetizada. Estudios posteriores determinaron que 65 residuos son necesarios para cubrir 
la distancia entre el sitio P del ribosoma y el sitio activo de la OST (figura 6).  Dicha longitud 
aumenta a 71 residuos cuando se encuentra un stop transfer de 18 residuos hidrofóbicos de 
extensión en la cadena: mientras que cadenas nacientes no hidrofóbicas podrían adoptar una 
conformación totalmente extendida durante el pasaje a través del complejo de translocación, 
las secuencias hidrofóbicas parecen formar estructuras más compactas (posiblemente hélices) 
dentro del translocón63. 
 
Figura 6. Se muestran las “distancias” ocupadas por aminoácidos dentro del ribosoma y del 
translocón. 
 
Cualquier proceso que ocurra co-traduccionalmente es pasible de ser modulado por la 
velocidad de traducción. Un ejemplo paradigmático es la expresión de variantes sinónimas de la 
proteína de multiresistencia a drogas (MDR1)64. Esta proteína es una bomba localizada en la 
membrana plasmática que expulsa del citosol compuestos orgánicos de estructura diversa. Su 
función biológica está relacionada a mecanismos de detoxificación celular y es uno de los 
principales responsables de la resistencia a la quimioterapia durante el tratamiento del cáncer. 
Se han encontrado mutaciones en el gen de MDR1 que aumentan su actividad de bombeo y las 
personas que portan dichas mutaciones desarrollan una mayor resistencia a las drogas 
quimioterápicas.  Llamativamente, las mutaciones que presentan estos pacientes son sinónimas. 
Si bien estas no alteran la estructura primaria de la proteína, sí afectan a su estructura terciaria, 
aumentando su actividad como transportador. Más recientemente, se encontró que en diversas 
proteínas multidominio las regiones que conectan los dominios están enriquecidas en codones 
poco abundantes65, 66, 67. Se pudo observar que cuando el ribosoma traduce dichas proteínas 
realiza una pausa en la zona interdominios, aumentando la eficiencia del proceso de plegado. 
Se ha propuesto que dicha pausa permite que comience el plegado del primer dominio traducido 
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apenas emerge del ribosoma, separando temporalmente su plegado del dominio siguiente en la 
secuencia. Si bien la aparición de codones lentos puede disminuir el rendimiento en cuanto a los 
niveles de expresión, esto se compensa con un aumento en la eficiencia del plegado. 
Estos conocimientos cambiarán el modo de optimizar la expresión heteróloga mediante 
la armonización de codones ya que, en algunos casos, el resultado óptimo desde el punto de 
vista de los niveles de expresión y la eficiencia de plegado se obtendría incorporando pausas en 
regiones estratégicas. 
 
Por otra parte, se ha visto que la velocidad de traducción puede influir sobre las 
modificaciones químicas de las proteínas. Un claro ejemplo es la degradación de las isoformas 
beta y gamma de la actina68. Ambas proteínas pueden ser arginiladas en su extremo amino 
terminal al salir del ribosoma. Mientras que la beta-actina arginilada es estable, la gamma-actina 
arginilada es modificada por ubiquitina y degradada inmediatamente. Se demostró que la 
diferencia entre ambas isoformas radica en su velocidad de traducción. Una pausa local durante 
la traducción de la isoforma gamma, previa a su plegado, permite la exposición temporal de la 
Lys18, residuo que normalmente queda oculto en la estructura terciaria. La exposición de la 
Lys18 permite su modificación por ubiquitina, marca que conduce a la proteína a degradación. 
La isoforma beta, al no presentar dicha pausa, se traduce rápidamente y la proteína se pliega 
ocultando a la Lys18 que no resulta modificada.  
 
Dado que la velocidad de traducción puede alterar el resultado de los procesos co-
traduccionales, sería relevante explorar si la N-glicosilación es uno de estos procesos.  
 
El pasaje del polipéptido naciente por el sitio activo de la OST está limitado a la tasa de 
elongación (6 aminoácidos/segundo en mamíferos). ¿Existe alguna evidencia de que la velocidad 
de traducción podría estar modulando la N-glicosilación? La evidencia preliminar sugiere que 
este sería el caso. La misma se basa en un trabajo donde se ha observado que cuando un secuón 
es movido hacia el C-terminal de la proteína, se alcanza un punto donde el mismo deja de ser 
ocupado. Los secuones ubicados a menos de 55 residuos del extremo C-terminal de las proteínas 
se ocupan pobremente.  Una posible explicación sería que cuando el ribosoma alcanza al codón 
STOP en el ARNm, la cadena polipeptídica se soltaría rápidamente y eso no le daría tiempo a la 
OST para realizar la catálisis de la N-glicosilación69. En este sentido, estudios estadísticos han 
mostrado que la frecuencia de tripéptidos Asn-X-Ser/Thr no glicosilados aumenta a medida que 




En resumen, la evidencia experimental acerca de los diversos procesos regulados por la 
velocidad de traducción y el conocimiento actual acerca del proceso de N-glicosilación, apoyan 
a un modelo en donde ambos procesos podrían estar íntimamente relacionados. 
 
El mercado de proteínas terapéuticas N-glicosiladas representa ventas multibillonarias 
y crece más de un 10% cada año. Eso requiere de plataformas de producción rentables que 
conlleven a una N-glicosilación correcta y homogénea. Los productos farmacéuticos poseen 
controles estrictos en cuanto a la homogeneidad del producto. Como fue mencionado, la 
ocurrencia de un secuón no implica su modificación con un N-glicano. Existen numerosos 
ejemplos de secuones que no son ocupados, o que lo son parcialmente71. Esta 
macroheterogeneidad de las glicoproteínas implica una variabilidad en el grado de ocupación 
de los sitios de N-glicosilación, siendo uno de los principales problemas a solucionar por la 
industria farmacéutica que produce proteínas de interés sanitario. Muchas de estas proteínas 
son N-glicosiladas (interferón gamma, eritropoyetina, anticuerpos monoclonales, factor tisular, 
etc) y usualmente se expresan en líneas celulares animales cultivadas en fermentadores. Los 
organismos estatales de regulación requieren que las proteínas fármaco presenten un 
determinado perfil de N-glicosilación, siendo la macroheterogeneidad uno de los principales 
escollos para cumplir con dichas exigencias. Por este motivo, existe un enorme interés en 
optimizar la ocupación de los secuones de N-glicosilación. A pesar del enorme conocimiento 
acumulado en el área, aún no está claro por qué ciertos secuones son poco eficientes.  
 
Un buen ejemplo de macroheterogeneidad lo constituye el interferón beta humano, 
proteína que contiene un sitio de N-glicosilación conservado en la Asn80 y que es comercializada 
para el tratamiento de esclerosis múltiple. Comparando IFN-β comercializados se encontró que 
la actividad antiviral de la forma glicosilada es diez veces mayor respecto del producto generado 
en E. coli (que no N-glicosila). En cultivos de células CHO se observa que la Asn80 no siempre es 
glicosilada, existiendo entonces macroheterogeneidad72. 
 
Resulta evidente la importancia que tendría poder controlar la macroheterogeneidad 







HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
VII. Hipótesis de trabajo. 
La distancia que debe atravesar un polipéptido desde el sitio P del ribosoma hasta el 
sitio activo de la oligosacariltranferasa ha sido determinada experimentalmente entre unos 65-
75 residuos. Esto quiere decir que cuando un secuón llega a la OST, el ribosoma está leyendo al 
ARNm en una posición que está ~65 codones río abajo hacia el extremo 3´ (figura 7). 
 
Figura 7. Esquema donde puede observarse que desde el momento en que emerge del 
ribosoma una asparagina (N) de un secuón, hasta que alcanza el sitio activo de la OST, el ribosoma ha 
avanzado hacia el extremo 3’ del ARNm. 
 
 La velocidad de traducción de esta región del ARNm podría influir en el tiempo de 
residencia del secuón en el sitio activo de la OST, y por ende podría modular su grado de 
ocupación. Hipotetizamos que aquellos ARNm que presentasen una velocidad de lectura menor 
(pausas) en dicha posición mostrarían una eficiencia mayor en la ocupación de los secuones. Un 
dato que apoyaba a esta hipótesis es que generalmente los secuones que se encuentran a 
menos de 55 residuos del extremo C-terminal de las proteínas son poco utilizados69,73. En esos 
casos se especula que la lectura del codón STOP libera a la proteína naciente del ribosoma, 
provocando un tránsito rápido por el sitio activo de la OST, disminuyendo así la eficiencia de N-
glicosilación de los secuones presentes en dicha región.  
Nuestra hipótesis consistió en que la presencia de pausas durante la traducción 
aumentaría la eficiencia de N-glicosilación de proteínas. 
 
Según el modelo planteado, las pausas en la traducción incrementarían la eficiencia 
de N-glicosilación siempre y cuando éstas ocurrieran en la distancia correcta respecto del secuón 
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dentro del ARNm (ver figura 8). Se esperaba que las construcciones donde la pausa no ocurriera 
en la localización adecuada, no vieran afectada la eficiencia de N-glicosilación. 
 
 
Figura 8. Esquema de la hipótesis de trabajo, en el que se observa que una disminución en la 
velocidad de síntesis proteica permitiría la ocupación de un sitio de N-glicosilación, cuando la misma 
ocurriera a la distancia en la que el secuón resultase accesible a la OST. 
 
Como segunda hipótesis de trabajo se plantea que alteraciones en la velocidad de 
plegado y/o en la estabilidad termodinámica de las proteínas podrían modular la eficiencia de 
ocupación de secuones. Un mayor tiempo de exposición al medio de los secuones en proteínas 
parcialmente plegadas y/o una mayor labilidad estructural permitiría una mejor ocupación de 
aquellos sitios que quedaron vacantes durante el ingreso. Dado que este efecto se vería 
principalmente sobre los procesos que ocurren luego de la translocación de las proteínas al 
lumen del RE, los mismos estarían mediados principalmente por la subunidad STT3B. 
 
VIII. Objetivos de trabajo. 
El objetivo general de la primera parte del proyecto consistió en explorar la relación 
entre la velocidad de traducción y la eficiencia de la N-glicosilación de proteínas. 
Específicamente, se estudió el efecto del empleo de codones sinónimos sobre la eficiencia de N-
glicosilación de una variante de la proteína verde fluorescente (cf-sfGFP) diseñada 
especialmente para poder evaluar la hipótesis del proyecto.  
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Las pausas mencionadas serían generadas por la presencia de codones poco frecuentes 
en el extremo 3’ del ARNm, tal que la lectura del mensajero por parte del ribosoma en dicha 
zona resultase enlentecida. Los codones poco frecuentes fueron colocados en una posición en 
la cual se esperaba que el secuón hubiera alcanzado el sitio activo de la OST. 
 
Los objetivos específicos fueron: 
1) Diseñar en base a bibliografía y herramientas de modelado molecular una GFP que 
permita poner a prueba la hipótesis de trabajo. La misma deberá presentar dos variantes: una 
proveniente de un ARNm de lectura rápida y otra, cuyo ARNm poseerá en sus últimos 63 
codones a aquellos que permitan una traducción local lenta. 
2) Realizar el clonado en vectores de expresión en mamíferos que permitan el 
direccionamiento a retículo endoplásmico, citoplasma y medio extracelular. 
3) Introducir por mutagénesis sitios de N-glicosilación en diferentes posiciones de la 
secuencia proteica para así evaluar la hipótesis de trabajo. 
4) Transfectar las variantes de N-glicosilación en cultivos celulares de líneas humanas y 
cuantificar la relación proteína glicosilada/proteína total.  
5) De determinarse que la velocidad de traducción modifica el grado de N-glicosilación: 
i) se procederá a acotar la distancia en que debe disminuir la velocidad de síntesis 
proteica para que aumente la N-glicosilación, acortando la extensión del segmento de lectura 
lenta del ARNm. 
ii) se aplicará este conocimiento para optimizar la ocupación de los sitios de N-
glicosilación de diversas proteínas de interés biotecnológico. 
 
En una segunda parte del trabajo, en base a los resultados obtenidos, nos propusimos 
estudiar la relación entre la estabilidad termodinámica y la eficiencia de N-glicosilación de 
proteínas. Planteamos que una menor estabilidad termodinámica, permitiría una mayor 
ocupación de los secuones debido a fluctuaciones en la estructura que darían mejores chances 
a la oligosacariltransferasa para transferir el N-glicano. Para esto, se construyeron variantes de 







MATERIALES Y MÉTODOS 
IX. ADN, clonado y mutaciones. 
La síntesis de la secuencia codificante para la cf-sfGFP rápida, no glicosilada, así como el 
segmento lento fue encargado a GenScript. 




















Tabla 2. Secuencias encargadas a GenScript. En negrita se indica el sitio de corte para la enzima BamHI 
y se muestra subrayado el segmento modulador de la velocidad. 
 
Se liberó mediante enzimas de restricción la secuencia de la cf-sfGFP rápida y se la 
subclonó en un pcDNA3.1 que contenía un codón de inicio de traducción, seguido del péptido 
señal de la prolactina y, en el otro extremo, un epítope 3xHA (3x YPYDVPDYA) seguido de un 
codón stop. 
Una vez obtenida la construcción rápida, se liberó el segmento que modula la velocidad 
y se lo ligó con el segmento lento encargado. 
Las digestiones con endonucleasas de restricción se realizaron respetando los medios y 
condiciones recomendadas por los proveedores de cada enzima en particular. En todos los casos 
la reacción se dejó transcurrir overnight a 37°C, empleándose de 1 µl de enzima por tubo. Se 
inactivó por calor a aquellas enzimas que era posible.  
Las construcciones o fragmentos ADN fueron purificados a partir de geles de agarosa 
utilizando un kit de purificación (QIAquick® de QIAGEN) siguiendo las instrucciones del 
fabricante.  
Para las reacciones de ligación se utilizaron 10 µl de inserto + 1 µl de vector, en presencia 
de 1 µl de una dilución (1:20) de la enzima T4 DNA Ligasa y 2 µl de buffer ligasa, incubando toda 
la noche en una solución de hielo-agua. Las ligaciones fueron dializadas durante 30 min contra 
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agua miliQ a través de un un filtro Millipore. Luego, el ADN recuperado fue electroporado en 
bacterias E. coli cepa DH10b. 
 
X. Cepa bacteriana y medio de cultivo empleado. 
Para los trabajos de clonado y mutagénesis se usaron bacterias DH10b 
electrocompetentes. 
El medio LB (Luria-Bertani), compuesto de 10 g/l tripteína bacteriológica, 5 g/l extracto 
de levadura y 10 g/l NaCl; y el LB-agar, medio LB con 2 % p/v agar, se utilizaron para el 
crecimiento bacteriano. Para seleccionar clones bacterianos, se suplementó el medio con 200 
mg/l de ampicilina.  
 
XI. Transformación bacteriana  
Se descongelaron 200 μl de células competentes y se mezclaron con 10 μl del producto 
de ligación. Se utilizó el equipo de electroporación de BIO-RAD Gene Pulser®, fijando los 
parámetros en 2,5 kV y 200 Ohms.  Luego de la electroporación, se agregó a la cubeta 700 µl de 
medio LB y se incubó durante 1 h a 37°C con agitación fuerte. Diferentes volúmenes de las 
células transformadas fueron sembrados en placas de Petri con LB agar y ampicilina, y se lo dejó 
crecer en estufa a 37°C overnight.  
 Al día siguiente, se estriaron clones aislados en LB agar con ampicilina y se dejó crecer 
a 37°C. Con el mismo tip con que se estrió el clon, se largó un cultivo de LB ampicilina que se 
dejó en agitación a 37°C. 
 
 XII. Extracción plasmídica  
Se obtuvo el ADN plasmídico de los cultivos largados overnight mediante la técnica de 
lisis alcalina (miniprep) como se detalla a continuación: 
a) Centrifugar los cultivos en eppendorf de 1,5 ml y descartar sobrenadante.   
b) Agregar 200 µl de solución P1 (50 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, pH= 8.0) y resuspender 
en vórtex. 
c) Poner 300 µl de solución P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS) y mezclar el tubo por inversión 
muy suavemente. Incubar en hielo 5 minutos. 
d) Agregar 300 µl de solución P3 (3 M KAc, pH= 4.8) y mezclar el tubo por inversión muy 
suavemente. Incubar en hielo 5 minutos 
e) Centrifugar en microcentrífuga a máxima velocidad durante 15 minutos. 
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f) Tomar el sobrenadante y pasarlo a otro eppendorf conteniendo 2 µL de RNAsa A 10 
mg/ml. Incubar a 37°C durante 30 minutos. 
g) Hacer dos extracciones con 400 µl cloroformo, mezclando bien y centrifugando 5 
minutos a velocidad máxima.  
h) Pasar al sobrenadante a un eppendorf nuevo con 700 µl de isopropanol, agitar 
suavemente e incubar en hielo durante 2,5h. 
h) Centrifugar en microcentrífuga refrigerada a máxima velocidad durante 25 minutos. 
i) Descartar el sobrenadante y lavar con 500 µl de etanol 70%. Descartar el etanol. Dejar 
evaporar el resto de etanol con el eppendorf abierto. 
j) Poner 32 µl de agua miliQ y resuspender precipitado. Agregar 48 µl de una solución 
de PEG8000 13 % p/v, NaCl 4M, agitar e incubar durante 40 minutos en hielo. 
k) Centrifugar a velocidad máxima en centrifuga refrigerada durante 25 minutos. 
l) Retirar sobrenadante con tip y lavar con 400 µl de etanol 70%. 
m) Centrifugar durante 5 minutos, retirar sobrenadante y resuspender en 35-50 µl de 
agua miliQ. 
 
Se chequeó la obtención de ADN de tamaño esperado por electroforesis en agarosa y se 
mandaron a secuenciar clones al servicio brindado por el Instituto Leloir a cargo de la Lic.  Marta 
Bravo, o a la empresa Macrogen (Korea). 
 
XIII. Generación de secuones 
Obtenidas las variantes no glicosiladas rápida y lenta de la cf-sfGFP, se dio inicio a la 
generación individual de las mutantes de N-glicosilación. Para esto se empleó en un comienzo, 
la mutagénesis con PCR por extensión solapada (figura 9). El método de extensión solapada 
requiere de 2 cebadores que contienen la mutación deseada (forward y reverse) y otros 2 que 
se unen a los extremos del producto final.  
La técnica se lleva a cabo en dos etapas. En la primera, se realizan dos reacciones de PCR 
por separado utilizando oligonucleótidos externos, que hibridan en ambos extremos de la 
secuencia de ADN clonada en el vector pcDNA3.1, y oligonucleótidos internos, que contienen la 
mutación puntual. Los productos de PCR obtenidos en ambas reacciones se purifican a partir de 
un gel de agarosa y se emplean como molde para la segunda etapa, en la que se realiza una 
única reacción de PCR. Los diez primeros ciclos se hacen sin el agregado de cebadores para 
permitir la hibridización y elongación del producto completo. Finalizados esos diez ciclos, se 
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agrega a la mezcla de reacción 5 μl de cada uno de los oligonucleótidos externos y se continúa 
con el mismo programa durante 36 ciclos.  
Los oligonucleótidos externos contienen los sitios de restricción para las enzimas EcoRI 
y XhoI, respectivamente, para realizar el clonado posterior de las mutantes de N-glicosilación en 
el vector pcDNA3.1. 
El producto de PCR obtenido se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa 2%, 
desarrollado durante 30 minutos a 100 V, purificándose luego la banda buscada. 
 
 
Figura 9. Esquema del proceso de PCR. Primero, se amplifica un fragmento 5’ y otro 3’, que portan la 
mutación y solapan entre sí.  Estos productos se usan como cebadores en otra reacción para producir 
el ADN mutado de longitud completa. Finalmente se completa el proceso, realizando unos ciclos con 
los cebadores de los extremos. 
 
A partir de mediados del segundo año de tesis se usó la técnica de mutagénesis dirigida 
de Agilent (QuickChange) que emplea a la enzima pfu. Los cebadores a emplear fueron 
diseñados en la web http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp y el 




Figura 10.  Esquema de mutagénesis modificado a partir de 
http://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/200523.pdf 
 
Para 50 µl de mezcla de reacción se ponen 0,5 µl de BSA [100X], 5 µl de buffer pfu [10X], 
1 µl de MgSO4 [50mM], 1 µl de dNTPs [10mM] c/u, 1 µl de pfu, 4 µl de ADN molde [1:30], 5 µl 
de cada cebador y agua mQ hasta completar el volumen final. 
El programa de PCR utilizado fue: 
 
1) 95 °C x 2'   
2) 95 °C x 30''   
3) 50 °C x 30'       5) 25 veces 
4) 73 °C x 13' (2' x kpb)   
6) 73 °C x 5'   
 
XIV. Líneas celulares utilizadas.  
 COS-7 
 HeLa 
 HEK 293 silvestre 
 HEK 293 STT3A-/- 
 HEK 293 STT3B-/- 
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Las tres líneas HEK 293 fueron cedidas gentilmente por el Dr. Reid Gilmore (Universidad 
de Massachussets, EE.UU). Las líneas KO fueron generadas en su laboratorio mediante la técnica 
de edición genética CRISPR. 
 
XV. Medios de cultivo. 
El medio DMEM alta glucosa de Gibco se utilizó para el crecimiento y mantenimiento de 
las células. La esterilización de los medios de cultivo se realizó por filtración a través de filtros 
estériles de Millipore, cuyo tamaño de poro fue de 0,2 μm. Se utilizó suero fetal bovino (SFB) de 
Natocor al 10% v/v para suplementar el medio de cultivo. 
 
XVI. Revitalización de líneas celulares. 
Para descongelar líneas celulares criopreservadas, el criotubo fue retirado del tanque de 
N2 líquido y sumergido rápidamente en un baño de agua a 37°C. La suspensión celular 
descongelada fue plaqueada en una P100 con 8 ml de DMEM con SFB. A primera hora de la 
mañana siguiente, se realizó un lavado con PBS y se colocó medio fresco para eliminar el DMSO. 
 
XVII. Mantenimiento de líneas celulares. 
Las líneas celulares empleadas se cultivaron en estufa gaseada a 37°C, en atmósfera de 
CO2 al 5 %, saturada de humedad. 
 
XVIII. Criopreservación de líneas celulares. 
Cultivos celulares en fase de crecimiento exponencial fueron tripsinizados. Se procedió 
a contar las células en cámara de Neubauer y luego se centrifugó durante 5 minutos a 800 rpm. 
El sobrenadante fue descartado y el pellet celular resuspendido en una solución de SFB y DMSO 
10% (v/v) tal que se congelaran por criovial entre 1,2-2x106 células por ml. La suspensión celular 
fue enfriada gradualmente: a 4°C durante 20 minutos, a -80°C durante la noche y al día siguiente, 
los criotubos fueron conservados a -196°C en tanque de N2 líquido. 
 
XIX. Transfección. 
Se sembraron células en una placa de pocillos múltiples 24 hs antes de la transfección. 
En el caso de las placas de 24 pocillos fueron sembradas 65000 células/pocillo y, en las placas 
de 12 pocillos, 120000 células/ pocillo.  
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Al día siguiente de la siembra, se cuantificó la concentración de ADN con un Nanodrop, 
para transfectar 1 µg de ADN/pocillo en los MW24 y 2 µg ADN/pocillo en los MW12. Se observó 
que los pocillos estuvieran homogéneos y en confluencia adecuada. 
Para las transfecciones se empleó el reactivo LipofectamineTM 2000 de Invitrogen de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se realizó una solución de lipofectamina + DMEM sin 
suero y, por otro lado, una solución de ADN + DMEM sin suero. Se mezclaron ambas soluciones 
y se las incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Se sacó la placa sembrada de la estufa, se 
quitó el medio con suero de cada pocillo y fue reemplazado por medio sin suero. Luego se agregó 
la solución de lipofectamina + ADN + medio sin suero a cada pocillo, se agitó en forma de cruz a 
la placa y se la dejó en la estufa de cultivo durante 2,5 h. En ese momento, se quitó el medio y 
se lo reemplazó por un volumen equivalente de DMEM con suero. Se incubó en estufa durante 
un tiempo determinado, dependiendo del experimento. Los volúmenes de medio y 
lipofectamina empleados fueron los indicados en la hoja de datos del reactivo según la placa 
multipocillo empleada. 
 
XX. Lisis celular. 
Al día siguiente de la transfección o transcurrido el tiempo indicado, se chequeó la 
expresión de la proteína verde fluorescente bajo microscopio de fluorescencia. Se quitó el medio 
de cada pocillo, se realizó un lavado con PBS 1X durante 2 min y se agregó un volumen de buffer 
lisis con inhibidores de proteasas. Se incubó durante 1 h en hielo sobre un agitador de vaivén. 
El buffer lisis se compone de Tris-HCl 25mM pH=7.5, NaCl 150mM, Tritón X-100 1 % v/v, 
EDTA 1 mM. Antes de usar, se agregaron los inhibidores de proteasas E-64, leupeptina, 
pepstatina, y PMSF. Luego de la incubación en hielo, se empleó un tip para raspar el pocillo y 
finalmente, se pasó el lisado celular a un tubo eppendorf con cracking buffer 5X, β-MSH 10 % 
v/v. Se colocó en un termobloque a 100°C durante 10 min, se dejó enfriar y las muestras fueron 
alicuotadas y conservadas a -80°C hasta su uso. 
 
XXI. Marcación isotópica celular. 
A las células plaqueadas en una placa multipocillo se las transfectó con el ADN 
correspondiente a la versión lenta ó rápida de la cf-sfGFP. Transcurridas 24 hs, se procedió al 
hambreado de las células: primero se quitó de cada pocillo el DMEM y se lo lavó con PBS, luego 
se colocaron 400 µl de Gibco™ DMEM, sin glucosa, glutamina, metionina y cisteína 
complementado con L-glutamina [4 mM] y se dejó en estufa a 37°C durante 20 minutos. En el 
laboratorio bajo campana se fueron realizando las marcaciones en distintos tiempos: 0’, 2’, 4’, 
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6’, 8’ con 400 µl de medio de hambreado con EasyTag™ EXPRESS35S Protein Labeling Mix, [35S]-
, 50 µCi de PerkinElmer, todo en un termoagitador a 37°C. A los 10’ de la primera marcación, se 
comenzó por quitar el medio al último punto de marcado y se siguió en línea hasta llegar al 
primer punto. Se lavó con buffer PBS y se colocaron 400 µl de medio de caza compuesto por 
DMEM con SFB 10 % v/v y una concentración final de 2 mM de cisteína y metionina. Se lavó 




En el caso de las inmunoprecipitaciones, se siguió el procedimiento de sembrado, 
transfección y lisis celular hasta obtener el lisado total por raspado con el tip. El lisado se 
transfirió a un eppendorf con bolitas de proteína G-agarosa lavadas, y se incubó en agitación de 
vaivén durante 2 hs para eliminar todo lo que pudiera pegarse inespecíficamente a las mismas. 
Se centrifugó a 1000 rpm durante 2 min y el sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf 
conteniendo proteína G-agarosa lavada + anticuerpo anti-HA. Esto se dejó incubando en cámara 
fría hasta el día siguiente con agitación de vaivén. 
Al otro día, se realizó una centrifugación a 1000 rpm durante 2 min, se descartó el 
sobrenadante y se realizaron lavados con PBS 1X, NP40 0,5 % v/v, centrifugando a 1000 rpm 
durante 2 min y descartando el sobrenadante. Al pellet se lo resuspendió con 40 µL de PBS 1X 
en vórtex, se le agregó 10 µL de cracking buffer 5X, β-MSH 10 % v/v y se calentó a 100°C durante 




El microscopio invertido utilizado fue el Olympus CKX41, que posee una cámara 
Olympus Qcolor 5 acoplada y una lámpara de mercurio Olympus U-RFLT50. Las imágenes de 
fluorescencia fueron adquiridas utilizando el programa Qcapture Pro7, empleando el filtro de 
excitación azul (460-490 nm). Las mismas fueron tomadas directamente sobre la placa 
multipocillo en la cual se hubieran sembrado las células. 
 
XXIV. Geles. 
Se armaron geles de poliacrilamida 15 % y se sembró el total de la inmunoprecipitación. 
Luego de la electroforesis, el gel fue incubado unos minutos en glicerol 10 % y posteriormente 




Se colocó al gel secado en contacto con una pantalla autoradiográfica dentro de un 
cassette fotográfico y se lo dejó exponiendo durante 15 días. Luego, se reveló utilizando un 
revelador Storm. 
 
XXVI. Western Blot. 
Electroforesis en gel de poliacrilamida. Las muestras guardadas a -80°C fueron 
descongeladas y sembradas en un gel 15 %, en un sistema de electroforesis standard de Hoefer. 
Se aplicó un voltaje de 90 V para el gel apilador y luego se corrió a 145 V hasta pasados 10 
minutos desde el momento en que el frente de corrida salió del gel separador. 
 
Transferencia. La misma se realizó durante la noche a 4°C en un sistema Mini Trans-
Blot® Cell de BIO-RAD a 180 mA. La membrana utilizada fue de PVDF. 
 
Bloqueo. La membrana de PVDF transferida fue bloqueada durante 1,5 h en una 
solución de leche 5 % v/v, TBS 1X. 
 
Detección. Se empleó el anticuerpo anti-HA acoplado a peroxidasa (anti-HA-HRP) en una 
dilución (1:10.000 v/v) en TBS 1X y se incubó durante 1,5 h a la membrana a 20°C con agitación 
sobre un agitador térmico. Se recuperó la solución de anticuerpo y se realizaron lavados 
sucesivos con TBS1X durante 5 min, 3 min, 2 min, 5 min.  
Para la reacción de quimioluminiscencia se empleó el kit ECL™ Western Blotting Analysis 
System (GE Healthcare). Se incubó a la membrana durante 5 min a temperatura ambiente con 
400 µL de solución 1 y 400 µL de solución 2 del kit de detección. Se retiró el exceso de reactivo 
y se colocó a la membrana dentro de un Nylon. Finalmente se utilizó el equipo LAS4000 para 
revelar y obtener las imágenes. 
 
Cuantificación. Las bandas proteicas de las imágenes obtenidas fueron cuantificadas 
empleando el programa ImageJ. 
 
Anticuerpos utilizados. 
 I) Anticuerpo monoclonal hecho en ratón, isotipo IgG1, contra el HA de PierceTM (2-
2.2.14), número de catálogo #26183. 
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II) Anticuerpo monoclonal hecho en ratón, isotipo IgG1, contra el HA de Invitrogen (2-
2.2.14) conjugado a HRP, número de catálogo #26183-HRP. 
 
XXVII. Clonado y expresión de proteínas en E. coli 
Las secuencias que codifican para cf-sfGFP (“M70”) y sfGFP C70 (“C70”) fueron 
amplificadas a partir de los vectores pcDNA3.1 empleados para su expresión en células de 
mamífero. La amplificación se realizó con la DNA polimerasa Pfu provista por el instituto Leloir, 
utilizando los cebadores JJC512 (5´-AATGCACCCATATGAGCAAAGGTG-3´) y JJC513 (5´-
CGAGTTCTCGAGCTTGTACAGC -3´). Se realizaron 40 ciclos de amplificación y una temperatura 
de apareamiento de 46°C. El producto de amplificación fue purificado mediante electroforesis 
en agarosa 2% y posterior elusión en H2O mQ. El inserto fue digerido ON a 37°C con 1 µl de cada 
una de las enzimas de restricción NdeI (CA-TATG, NEB cat. # R0101S) y XhoI (C-TCGAG, NEB cat. 
# R0146S). El producto fue calentado a 65°C durante 20 min y purificado empleando columnas 
QIAquik, eluyéndolo en H2O mQ. En paralelo, el vector de expresión pET22b (Novagen) fue 
digerido ON con las mismas enzimas de restricción y luego tratado por 2 hs a 37°C con fosfatasa 
Antártica (NEB cat. # M0289). Las enzimas se inactivaron por calentamiento a 80°C durante 5 
min y el vector se purificó empleando columnas QIAquik. Las reacciones de ligación se 
efectuaron ON a 15°C con la enzima T4 DNA Ligase (NEB cat. # M0202S) empleando una relación 
molar inserto:vector de ~50:1. El producto de la ligación fue dializado contra agua mQ y luego 
se usó para transformar por electroporación bacterias E. coli DH10B. La identidad de las 
construcciones fue verificada mediante el servicio de secuenciación de ADN de la empresa 
Macrogen (Korea). El clonado en el vector pET22b añade el hexapéptido His6 en el extremo C-
terminal de las proteínas. Los plásmidos conteniendo las GFPs fueron utilizados para 
transformar la cepa de expresión de E. coli BL26.  
La expresión de las proteínas se inició a partir de 50 ml de medio LB con el agregado 
ampicilina 100 µg/ml. Este cultivo fue crecido en agitación a 37°C ON y a la mañana siguiente 
fue agregado a 1 litro del mismo medio. El cultivo fue crecido a 37°C hasta alcanzar una OD 600 
nm de 0.7 y luego se transfirió a un agitador a 25°C. La inducción de las proteínas se realizó 
mediante el agregado de isopropil tiogalactosido 1 mM (IPTG) y posterior cultivo a 25°C durante 
12 hs. Al finalizar la incubación la expresión de ambas proteínas se evidenció por el pronunciado 
color verde de ambos cultivos. Los mismos fueron centrifugados en frío a 4000 rpm durante 15 
min en un rotor GS3 (Sorvall). Los pellets de bacterias se resuspendieron en 100 ml de buffer 
Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, imidazol 10 mM, lisozima 0.1 mg/ml (SIGMA cat. # L-6876), 
Triton X-100 0.1 % v/v y PMSF 1 mM. La suspensión fue incubada a RT durante 30 min y luego 
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enfriada en hielo y sometida a ruptura por ultrasonido (sonicador Omni-Ruptor 4000, 10 pulsos 
de 20 segundos, 70 % de potencia). La solución fue centrifugada en frío por 20 minutos a 12.000 
rpm en un rotor SS34 (Sorvall). Las proteínas fueron purificadas a partir del sobrenadante. El 
primer paso de purificación se realizó con cromatografía de afinidad por metales inmovilizados 
(IMAC). Para ello se emplearon columnas empaquetadas en el laboratorio conteniendo 4 ml de 
matriz cargada con Ni2+ (Chelating Sepharose Fast Flow, GE Healthcare Cat. # 17-0575-1). Luego 
de la siembra, se lavó la columna con 6 volúmenes de Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, 
imidazol 10 mM, 4 volúmenes de Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, urea 4 M y 4 volúmenes 
de Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM. El lavado con urea limpia considerablemente las 
muestras, y se puede realizar en este caso porque la urea no afecta el plegado de las sfGFPs a 
temperatura ambiente. Las proteínas fueron eluídas con Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, 
imidazol 300 mM. La mayor parte eluyó en 2 ml de buffer. A continuación, las proteínas fueron 
sometidas a un segundo paso de purificación mediante cromatografía de exclusión molecular. 
Para ello se empleó una columna Superdex 200 (GE Healthcare) con un flujo de 0.7 ml/min de 
buffer fosfato de sodio 15 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM. El perfil de elusión fue seguido mediante 
absorbancia a 280 nm. Este segundo paso de purificación deja a las proteínas en un buffer 
apropiado para los estudios de dicroísmo circular subsiguientes. La concentración final de 
proteínas fue determinada con el ensayo de Bradford y su pureza se analizó mediante 
electroforesis en SDS-PAGE con una concentración de acrilamida-bisacrilamida de 15:1 
desarrollado a 110 V durante 3 horas. 
 
XXVIII. Análisis espectroscópicos 
La estructura secundaria y la estabilidad térmica de las proteínas fueron analizadas 
mediante dicroísmo circular (CD) en un espectropolarímetro Jasco J-815 provisto de un 
termostatizador de efecto Peltier. Se empleó una concentración de proteína de 1 mg/ml y celdas 
de polarimetría de 1 mm de paso óptico (Hellma). La curva de desplegado térmico se efectuó 
con una rampa de 2°C/min y se siguió la señal de CD a 232 nm. La estabilidad conformacional 
frente a cloruro de guanidinio (Gdn-HCl) se estudió midiendo la fluorescencia intrínseca del 
cromóforo de las sfGFPs en un espectrofluorímetro Jasco FP-6500. Para ello se empleó una 
longitud de excitación de 498 nm, y el desplegado se siguió midiendo la emisión a 512 nm. El 
proceso de desplegado se siguió también mediante la fluorescencia del único residuo de 
triptófano que presentan estas proteínas (W57). La longitud de onda empleada para la 
excitación fue de 295 nm, y se barrió el espectro de emisión de 303 a 400 nm. Los anchos de 
banda y el voltaje del fotomultiplicador se ajustaron en cada caso. Las muestras de proteínas 
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fueron incubadas con concentraciones crecientes de GdnHCl durante al menos 96 hs a 
temperatura ambiente para asegurar que se haya alcanzado el equilibrio. Estos análisis se 
realizaron a 25°C en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, con una concentración 
de proteína de 0.1 mg/ml. El pH de las soluciones stock de GdnHCl también fue ajustado. Para 
el estudio de la cinética de plegado y desplegado se empleó un mezclador rápido de dos canales 
de Applied Photophysics. La jeringa conteniendo la proteína tenía un volumen de 250 µl, 
mientras que la que contenía el buffer tenía un volumen 10 veces mayor. El tiempo muerto de 
este mezclador está cercano a los 2 segundos. 
 
XXIX. Simulaciones de dinámica molecular. 
La estructura inicial de la versión superfolder de la GFP (sfGFP) fue extraída de la página 
web de la Protein Data Bank (PDBID: 2B3P; estructura resuelta por cristalografía de rayos-X, 1,4 
Å de resolución). Para el armado de la estructura inicial, se conservaron las moléculas de agua 
presentes en la estructura cristalina. La mutante C70M fue generada in silico y los átomos de H 
se agregaron automáticamente usando el programa Chimera para ambos procedimientos El 
estado de protonación estándar a pH fisiológico se aplicó a todos los aminoácidos protonables. 
Las estructuras se solvataron en una caja de solvente explícito octaédrico con moléculas de agua 
tipo TIP3P, localizando los límites de la caja a 10 Å de la superficie de la proteína. Simulaciones 
de dinámica molecular (DM) se llevaron a cabo a 1 atm y 300 K (barostato y termostato de 
Berendsen), usando condiciones periódicas de borde y suma de Ewald para tratar las 
interacciones de largo alcance con un radio de corte de 10 Å. El algoritmo SHAKE se aplicó a 
todos aquellos enlaces involucrando átomos de H, permitiendo así el uso de un paso de 2 fs para 
la integración de las ecuaciones de Newton, parámetros recomendados en el paquete de 
programas de AMBER. El campo de fuerzas f99SB se utilizó para todos los residuos proteicos. 
Para equilibrar el sistema se realizaron 8000 pasos de minimización, seguidos de 500 ps de una 
corrida a volumen constante para termalizar el sistema lentamente hasta 300 K. Finalmente, 
una corrida de 1 ns de duración se llevó a presión constante para alcanzar una densidad 
promedio de 1 g mL-1. Las DMs de producción fueron de 40 ns, tiempo suficiente para alcanzar 
convergencia de todos los parámetros termodinámicos del sistema. Fotos (set de coordenadas 









Diseño de la proteína de trabajo. 
Elegimos trabajar con una proteína verde fluorescente (GFP) modificada en base a 
bibliografía y al empleo de herramientas de modelado molecular. Para poder poner a prueba 
nuestra hipótesis, diseñamos dos ARNm que difieren en cuanto a su composición nucleotídica.  
Con el fin de evitar la formación de agregados oligoméricos por la generación de puentes 
disulfuro entre diferentes GFP, decidimos trabajar con la variante “superfolder” GFP (sfGFP) 
desarrollada por el grupo de trabajo de Waldo74. La sfGFP es más tolerante a las mutaciones, lo 
cual sería de suma importancia para introducir secuones a lo largo de la secuencia aminoacídica. 
Además, esta variante adquiere su conformación nativa más rápidamente, por lo que se 
esperaba que la ocupación de sitios de N-glicosilación de modo post traduccional resultase 
disminuida.  
Se conoce que la OST puede formar puentes disulfuro transitorios con las proteínas que 
están siendo translocadas75, pudiendo esto aumentar el tiempo en que un sitio pasible de ser N-
glicosilado ronde el sitio activo de la enzima. Por lo enunciado, el análisis del efecto del uso de 
codones respecto de la eficiencia de N-glicosilación podría complicarse. Fue entonces que 
decidimos que, si bien la sfGFP a pesar de conservar las cisteínas no resulta en agregados, esos 
residuos debían ser mutados para el fin de nuestro proyecto. En un trabajo publicado76, 
partiendo de una variante de la GFP, se mutan las cisteínas (C48S y C70M) y a la proteína 
resultante se la denomina cystein free GFP (cfGFP), la cual retiene el brillo y no oligomeriza al 
ser expresada en RE. 
Así, a la secuencia nucleotídica codificante para la sfGFP, le sumamos las mutaciones 
correspondientes a las cisteínas y a esa nueva variante la llamamos cf-sfGFP. La misma fue 
construida en dos variantes nucleotídicas: una cuyo ARNm posee codones frecuentes y otra, 
donde los últimos 63 codones son poco frecuentes. La intención era tener un mensajero con 
codones que permitieran una lectura ribosomal rápida ó lenta en la distancia estimada a la que 
el secuón estaría atravesando el sitio activo de la OST. 
La primera consideración en la elección de los codones fue la existencia de una rampa 
de codones poco frecuentes al inicio de los ARNm. Se colocaron 30 codones raros en el comienzo 
de los mensajeros para evitar que una secuencia que debiera traducirse rápido, lo hiciera a una 
velocidad menor debido a un colapso entre ribosomas. 
A continuación, se completó la secuencia nucleotídica de las variantes cf-sfGFP usando 
como guía la tabla de uso de codones en humano (ver anexo). Así, fueron generadas la secuencia 
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de la cf-sfGFP de velocidad “rápida” (con codones frecuentes) y de la cf-sfGFP con una ventana 
de traducción lenta (con codones poco abundantes) al final del ARNm (últimos 63 aminoácidos) 
(figuras 11 y 12). 
 
 
Figura 11. Esquema de las variantes de ARNm empleadas para codificar a la cf-sfGFP. PS= 
péptido señal; LENTO= presencia de codones poco abundantes. 
 
Se sabe que la eficiencia de traducción está modulada por el sesgo en el uso de los 
codones, el contenido GC y la estructura secundaria del ARNm. Como en su gran mayoría los 
codones óptimos tienen alto contenido GC, en el caso del ARNm de la proteína “rápida” en vez 
de optar por el codón óptimo, se eligió al más cercano en abundancia, pero con menor contenido 
en GC. 



























Figura 12. Secuencias nucleotídicas de ambas versiones de la proteína de trabajo. Se muestra 




Una vez obtenidas las secuencias nucleotídicas que codificarían para nuestras proteínas, 
se empleó el programa Vienna RNA para visualizar las estructuras secundarias predichas para 
los ARNm. La intención era tener dos ARNm con diferente uso de codones que no difirieran 
demasiado en la formación de estructura secundaria. Además, se usó un algoritmo de GenScript 
(OptimunGene) para analizar el contenido de GC, sabiendo que el ideal está comprendido entre 
30-70% (Figura 13). 
 




Figura 13. En la zona superior se observa la estructura predicha para los ARNm según el programa 
Vienna RNA, mientras que en la porción inferior se muestra el porcentaje de contenido GC a lo largo 
de los ARNm. 
 
Una vez diseñado el ARNm en sus dos variantes, se encargó la síntesis del ADN 
correspondiente a GenScript. Pero, en lugar de mandar a sintetizar el ADN que daría como 
resultado de su expresión a la proteína lenta, se introdujo un sitio de restricción BamHI justo 
antes de los últimos 63 aminoácidos en la secuencia que daría la versión “rápida”, de modo que 
pidiendo la secuencia lenta con ese mismo sitio de restricción luego se pudiera clonar el 
fragmento “lento” y obtener así ambas variantes. 
 
Clonado del ADN en vectores de expresión en células de mamífero. 
El ADN de la secuencia rápida fue amplificado por PCR con cebadores diseñados con 
sitios de restricción en sus extremos. El producto de la reacción fue luego digerido y finalmente 
ligado con vectores de expresión en mamíferos (pcDNA3.1), que poseen señales que permiten 
el direccionamiento a retículo endoplásmico, citoplasma ó medio extracelular (figura 14). 
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Obtenidos los vectores de la proteína “fast”, se procedió a generar las variantes “slow” a partir 
de la digestión de los mismos con BamHI y EcoRI, seguido de la ligación de la secuencia lenta 









Figura 14. Esquema de la cf-sfGFP clonada en vectores de direccionamiento de expresión en 
mamífero. 
 
Una vez obtenidas las variantes rápidas/lenta en los diferentes vectores de 
direccionamiento, se transfectaron células HEK293 para evaluar la correcta localización de la 
proteína en el compartimiento subcelular al cual se la hubiere dirigido, su fluorescencia (figura 
15) y la expresión de la misma por western blot (figura 16). Era importante verificar que la 
proteína se estuviera expresando y que fuese fluorescente a pesar de las modificaciones 
realizadas en los codones. La proteína lenta, no sólo cuenta con 30 codones poco abundantes al 
inicio de su secuencia, sino que además posee los 63 codones del segmento lento al final, lo cual 
podría haber modificado su nivel de expresión. Sin embargo, se obtuvieron cantidades 






Figura 15. Imágenes tomadas con el microscopio de fluorescencia (A=400x) de las variantes 
de la cf-sfGFP clonadas en los distintos vectores de direccionamiento de expresión en mamífero, 




Figura 16. Resultados del western blot realizado con muestras proteicas provenientes de la 
transfección en células HEK293de las variantes de la cf-sfGFP clonadas en los distintos vectores de 
direccionamiento de expresión en mamífero. LT: lisado total; Sb: sobrenadante de cultivo. 
 
Mutantes de N-glicosilación 
i) Posición de los secuones. 
A partir de las construcciones lenta y rápida, se generaron por mutagénesis dirigida sitios 
de N-glicosilación en diferentes posiciones de la secuencia proteica. Se trabajó sobre el vector 
de direccionamiento a RE, ya que es en dicho compartimento subcelular donde puede ocurrir la 
N-glicosilación. 
Primero se analizó la secuencia aminoacídica en busca de residuos Asn, Ser ó Thr 
existentes, para que sólo hubiera que realizar una mutación puntual para obtener al secuón 
(Asn-X≠Pro-Ser/Thr). Una vez anotados todos los secuones posibles, se usó el programa Chimera 
para visualizar la localización de la asparagina a ser modificada y la factibilidad de colocar allí 
una modificación tan voluminosa e hidrofílica como es un N-glicano. Nuestro grupo de trabajo 
publicó recientemente un trabajo que muestra la existencia de una enorme presión de selección 
negativa sobre aquellos secuones que quedan en posiciones ocultas de las proteínas77. Por este 
motivo, se descartaron los residuos Asn ocultos y aquellos cambios de los que se infirió que 
podrían romper con la estructura de la proteína no glicosilada. Dentro de ese conjunto de 
posibles candidatos, se seleccionaron secuones en diferentes posiciones a lo largo de la 
secuencia aminoacídica (figura 17), se diseñaron los cebadores correspondientes para realizar 
las mutaciones y se ordenó su síntesis.  
 
Fast Slow Fast Slow Fast Slow Fast Slow 




Figura 17. Secuencia aminoacídica de la proteína de trabajo ATG-SP prolactin -cf-sfGFP-3xHA-KDEL. Se 
muestran en diferentes colores los sitios elegidos para generar los secuones por mutagénesis. La 
“pausa” (aminoácidos codificados por codones poco frecuentes) se encuentra subrayada y resaltada 
en amarillo. 
 
En la figura 18 se muestra la estructura de la GFP y la ubicación de los secuones.  
 
Figura 18. Se indica la posición de la asparagina de cada secuón a generar dentro de la estructura de la 
GFP. 
 
ii) Generación de sitios de N-glicosilación y transfecciones. 
Se generaron por mutagénesis dirigida por PCR, sitios de N-glicosilación (secuones) con 
serina en la tercera posición, ubicados a diferentes distancias respecto del segmento modulador 
de la velocidad (los últimos 63 codones).  
Las mutantes de N-glicosilación en sus versiones rápida/lenta (con codones abundantes 
ó poco frecuentes a la distancia estimada en la que el secuón estaría atravesando el sitio activo 
de la OST) fueron obtenidas y transfectadas en líneas celulares humanas. Se verificó bajo 
microscopio la fluorescencia de todas las mutantes luego de 24 hs de transfección (figura 19) y 
se procedió a la lisis celular para obtener un extracto proteico, que sería luego hervido y 





Figura 19. Imágenes tomadas con el microscopio de fluorescencia de las variantes de la cf-sfGFP 
clonadas en el vector de expresión en mamífero que dirige al RE, transfectadas en células HeLa. 
 
Luego, mediante western blot y posterior análisis con el programa Image J, se cuantificó 
la relación proteína glicosilada sobre proteína total (G/(G+NG)). Se consideró relevante 
comparar los cocientes en aquellos casos donde la cantidad de proteína total fuese similar. Así, 
se observó un aumento del 11% en la N-glicosilación de la variante lenta de la mutante N146S 
respecto de su versión rápida. Por el contrario, en el caso de la mutante E172S observamos una 




Figura 20. Western blot de las mutantes N146S y E172S de la cf-sfGFP, clonadas en el vector de 





N146S 0,51 0,46 
E172S 0,65 0,69 




Los cálculos para las mutantes Y151N, Y151S y G228N+T230S no se muestran porque no 
presentaban un patrón de doble banda (figura 21). En estos casos la N-glicosilación tuvo lugar 
con una eficiencia del 100 % o muy cercana. 
 
Figura 21. Western blot de las mutantes indicadas de la cf-sfGFP, clonadas en el vector de expresión 
en mamífero que dirige al RE transfectadas en células HeLa. 
 
Para determinar si en estas mutantes existía algún momento en el que hubiera proteína 
no glicosilada, efectuamos una curva de tiempo (figura 22) en la que variamos el momento post 





Figura 22. Western blot de las mutantes Y151S, Y151N, G228N+T230S de la cf-sfGFP y de la variante no 
glicosilada (NG), clonadas en el vector de expresión en mamífero que dirige al RE transfectadas en 
células HeLa. El tiempo “t” se indica en hs post transfección. 
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Luego de realizar el western blot, como puede observarse en la figura 22, las mutantes 
G228N+ T230S, Y151N e Y151S resultaron totalmente glicosiladas independientemente del 
tiempo analizado. 
Se realizó la misma curva de tiempo para las mutantes que presentaban una doble 
banda y, como puede observarse en la figura 23, el patrón se detecta desde las 4 hs y se conserva 
hasta las 16 hs. Estos resultados indican que el tiempo característico del proceso de N-





Figura 23. Western blot de las mutantes N146S y E172S de la cf-sfGFP y de la variante no glicosilada 
(NG), clonadas en el vector de expresión en mamífero que dirige al RE transfectadas en células HeLa. 
El tiempo “t” se indica en hs post transfección. 
 
A continuación, se realizó una nueva transfección en células HEK293 (figura 24). Con los 
lisados celulares obtenidos luego de 13 hs, se realizaron los western blots correspondientes y 
las bandas fueron cuantificadas. Se consideró relevante comparar los cocientes en aquellos 
casos donde la cantidad de proteína total fuese similar. 
 
 
Figura 24. Western blot de las mutantes indicadas de la cf-sfGFP, clonadas en el vector de expresión 
en mamífero que dirige al RE transfectadas 13hs en células HEK293. 
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Puede observarse que, al igual que en la línea celular HeLa, las mutantes Y151S, Y151N, 
G228N+T230S muestran una única banda correspondiente a proteína completamente N-
glicosilada, mientras que N146S y E172S muestran un patrón de doble banda. En este caso hay 
dos mutantes nuevas: por un lado, la K41S se muestra totalmente N-glicosilada mientras que la 
D173N se presenta tanto en su versión N-glicosilada como en la forma no glicosilada. 
 
Como puede observarse en la tabla 4, esta vez al cuantificar con el Image J, la mutante 
E172S no muestra diferencias entre las versiones slow y fast, mientras que la mutante N146S 
sigue mostrando un aumento (18% vs 11% en HeLa) en la N-glicosilación en la versión lenta 





N146S 0,45 0,38 
E172S 0,52 0,51 
Tabla 4. Cuantificación del western blot de la figura 24. 
 
En otro western blot realizado con lisados celulares provenientes de la transfección por 
24hs de células HEK293 con la mutante E172S (figura 25), los resultados fueron diferentes, 
mostrando una mejora del 13% en la eficiencia de N-glicosilación en el caso de la versión rápida 
respecto de la lenta (tabla 5). 
 
Figura 25. Western blot de las mutantes indicadas de la cf-sfGFP, clonadas en el vector de expresión 





E172S 0,45 0,51 




En el caso de la  mutante D173N se realizó otro western blot (figura 26) para obtener 
una intensidad total de proteína  (G+NG) comparable entre las versiones lenta/rápida y no 
hubieron diferencias apreciables al cuantificar (tabla 6). 
 
Figura 26. Western blot de la mutante D173N de la cf-sfGFP, clonadas en el vector de expresión en 





D173N 0,78 0,76 
Tabla 6. Cuantificación del western blot de la figura 26. 
 
COS-7 
Se transfectaron las mutantes D173N y N146S en células COS-7, derivadas de riñón de 
mono, dónde el uso de codones es bastante similar al uso de codones en humanos (figura 27). 
 
Figura 27. Western blot de las mutante D173N y N146S de la cf-sfGFP, clonadas en el vector de 
expresión en mamífero que dirige al RE, transfectadas en células COS-7. 
 
Puede apreciarse un incremento del 16 % en la glicosilación de la variante lenta de la 
mutante N146S respecto de su versión rápida en las células COS-7, mientras que la mutante 
D173N muestra una diferencia cercana al 4 % entre las variantes, resultados esperables por lo 





D173N 0,80 0,83 
N146S 0,43 0,37 
Tabla 7. Cuantificación del western blot de la figura 27. 
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Dada la ausencia de diferencia entre slow y fast ó la presencia de cambios muy pequeños 
en el grado de N-glicosilación, pensamos que eso podía deberse a que la identidad de los 
secuones con los que estábamos trabajando los hacía ser muy eficientes en cuanto a su N-
glicosilación, perdiéndonos así la visualización del efecto de la modulación de la velocidad de 
traducción sobre el proceso. Entonces, se diseñaron cebadores para mutar al residuo “Y” (el 
siguiente a la serina) con el fin de empeorar la eficiencia del secuón. Se ha descripto que colocar 
ácido glutámico (E) en la posición “Y” disminuye la eficiencia de N-glicosilación78. Teniendo en 
cuenta eso, se obtuvieron las siguientes mutantes: 
 
 NS= N146S+S147E  
 NISE= Y151N+T153S+A154E  
 DV= D173N+V175E  
 KID= K126N+I128S+D129E. Esta es una mutante totalmente nueva. 
 
Una vez generadas las 8 nuevas mutantes fueron transfectadas en células HEK293. A las 
13hs se obtuvieron los lisados celulares y se realizó un western blot (figura 28), que fue 




Figura 28. Western blot de las mutantes KID, NS, DV de la cf-sfGFP y de la variante no glicosilada (NG), 





KID 0,21 0,19 
NS 0,31 0,30 
DV 0,63 0,60 




Posiblemente la no variación de los secuones KID, NS y DV podría deberse a que la 
identidad de los mismos fue empeorada en gran magnitud y que, por consiguiente, por más que 
los sitios estuviesen en un contexto lento al alcanzar el sitio activo de la OST, no se pudiera 
observar la mejora en la N-glicosilación. Para comprender de forma semicuantitativa la relación 
entre velocidad de traducción y eficiencia de N-glicosilación se desarrolló un modelo 
matemático muy simple que describe el proceso. Este modelo postula que la ocupación co-
traduccional ocurrirá principalmente mientras el secuón se encuentre en la proximidad del sitio 
activo de la OST. Asumiendo que la catálisis puede ocurrir dentro de un determinado rango de 
distancias L y que la proteína ingresa al RE a medida que es traducida a una velocidad V, esto 
indica que el tiempo de residencia disponible para la catálisis será: 
 








La suma de las fracciones de proteína glicosilada (G) y no glicosilada (NG) está 
relacionada por: 
1 = [G] + [NG]  
 
La velocidad de transferencia del glicano es una reacción de segundo orden, que 
depende de la fracción de sustrato no glicosilado ([NG]), de la constante catalítica kcat y de la 
concentración de lípido-glicano dador. Para simplificar, se supone el lípido-azucar dador se 
encuentra saturando la enzima. Esta velocidad está dada entonces por:  
 
d[NG] / dt = - kcat . [NG] 
 
Integrando esta ecuación para el período de permanencia en el sitio catalítico tcat, 
tenemos que la proporción de proteína no glicosilada es: 
 




Y la fracción de proteína glicosilada es: 
 
[NG] = 1 - exp (-kcat . L / V) 
 
Esta ecuacion indica que a mayor eficiencia catalítica (secuones muy eficientes), o a una 
menor velocidad de traducción, se verá un incremento en la eficiencia de ocupación del sitio. 
Para comprender mejor el proceso se realizó una simulación de la dependencia de la ocupación 
de los sitios en función de la velocidad de pasaje por el sitio activo para tres tipos de secuones 




Figura 29. El gráfico surge de la simulación de un modelo matemático que relaciona la eficiencia de N-
glicosilación con la velocidad de traducción. 
 
La relación entre estas variables claramente es no lineal. Se puede observar en la 
simulación que para secuones que son muy buenos la ocupación es cercana al 100 %, 
independietemente de la velocidad de traducción. Algo similar ocurre para secuones que son 
muy malos, los cuales sólo se ocupan apreciablemente si la velocidad de traducción es muy baja. 
Existiría un rango de secuones intermedios, cuya ocupación podría verse afectada 
apreciablemente al cambiar la velocidad de traducción. 
 
Variantes KID. En el caso del sitio KID se observó un cambio muy pequeño (figura 28 y 
tabla 8) sobre un basal de glicosilación muy bajo, por lo que pensamos que, si mejorábamos su 
identidad, quizás podríamos llegar a un rango dinámico tal que el cambio entre rápido y lento 

























cambiarla por alanina (D129A). Entonces, se generaron las nuevas construcciones por PCR 
inversa, K1 y K2 (figura 30). 
 
















Figura 30.  Secuencia aminoacídica de las nuevas mutantes generadas, K1 y K2. 
 
Las nuevas mutantes generadas fueron transfectadas en células HEK293. Con los lisados 
celulares se realizó un western blot (figura 31), donde se aprecia que se logró una mejora en la 
eficiencia de N-glicosilación respecto de la versión KID. Se calculó un 16% de aumento en la N-
glicosilación de la variante lenta respecto de la rápida en la mutante K2, mientras que en la 
mutante K1 la diferencia alcanza el 40% (tabla 9). 
 
 






K1 0,28 0,20 
K2 0,36 0,31 





La edición del genoma en células humanas proporciona una poderosa herramienta para 
crear líneas celulares knock-out (KO). En un trabajo79 publicado por el grupo del Dr. Reid 
Gilmore, mediante la aplicación de la técnica CRISPR/Cas9 se generaron células HEK293 que no 
expresan la subunidad STT3A (A-/-) ó la STT3B (B-/-) de la oligosacariltransferasa. Nos resultó 
interesante acceder a dichas líneas KO dado que en nuestro trabajo queríamos estudiar la N-
glicosilación que ocurre de modo co-traduccional (proceso llevado a cabo principalmente por la 
subunidad STT3A). Se esperaba que mediante la transfección de la línea HEK293 STT3B-/-, la N-
glicosilación observada fuera principalmente aquella que se realizó de modo co-traduccional. 
Entonces, nos contactamos con el Dr. Gilmore, quien accedió muy gentilmente a enviarnos las 
líneas HEK293 KO generadas por su grupo. 
Una vez que arribaron las células, luego de un mes de recuperación de las mismas, se 









Figura 32. Imágenes tomadas de las células HEK293 enviadas por el Dr. Gilmore. De izquierda a 
derecha: wild type, A-/-, B-/-.  
 
La mutante N146S fue transfectada en las líneas knockout provistas por el Dr. Gilmore y 
los resultados pueden observarse en la figura 33. 
 
Figura 33. Western blot realizado con lisados celulares de células HEK293 transfectadas con la 
mutante N146S ó con el control no glicosilado (NG). 
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Una observación general en esta serie de experimentos es que el grado de ocupación en 
las células wt siempre es mayor o igual al observado en cualquiera de las líneas KO. Esto es algo 
lógico dado que la línea wt dispone de ambas maquinarias enzimáticas. Al cuantificar la figura 
33 con el Image J, se obtuvo un 18 % de aumento en la glicosilación de la variante lenta respecto 
de la rápida en el caso de las células KO para la subunidad STT3B (aquellas que sólo podrían 
modificar co-traduccionalmente a los secuones), mientras que las variantes transfectadas en 
células HEK293 KO para las STT3A no muestran diferencias (tabla 10). Debe destacarse que ese 
mismo porcentaje de aumento es el que se había medido anteriormente en el caso de las 
HEK293 de nuestro laboratorio. Este resultado estaría sugiriendo que la subunidad A de la 





A-/- 0,25 0,25 
B-/- 0,33 0,28 
wt 0,45  x 
Tabla 10. Cuantificación del western blot de la figura 33. 
 
Los resultados de la transfección en células silvestre no fueron analizados porque la 
cuantificación total de proteína resultó no ser comparable. Por este motivo, se realizó una nueva 
transfección de 48 hs (figura 34). En este caso, pueden compararse wtfast vs A-/-fast, todas las 
variantes slow entre sí, A-/-fast vs A-/-slow y wtfast vs wtslow. Lo que se observa es que en cuanto a 
nivel de glicosilación el orden es wt>B-/->A-/- (tabla 11). 
 







G/(G+NG)   
N146S 
G/(G+NG)   
N146S 
G/(G+NG) 
fast   slow   slow fast 
wt 0,44   wt 0,46   wt 0,46 0,44 
 A -/- 0,30   A-/- 0,28   A-/- 0,30 0,28 
B-/- x   B-/- 0,35   B-/- 0,35 x 
 
Tabla 11. Cuantificaciones del western blot de la figura 34. 
 
Al transfectar la mutante NISE en las distintas líneas HEK293 y realizar el western blot 
correspondiente, se pudo observar que en las células KO para la STT3A aparece una banda no 
glicosilada, ausente en las otras dos líneas (figura 35). Esto nos estaría indicando que al faltar la 
subunidad que realizaría la modificación de modo co-traduccional, la STT3B no puede suplir 
completamente su falta y comienza a haber una banda de proteína sin glicano. 
 
 






wt 1,00 1,00 
A-/- 0,89 0,86 
B-/- 1,00 1,00 
Tabla 12. Cuantificaciones del western blot de la figura 35. 
 
Se repitieron los western blots y los resultados fueron reproducidos, como se observa a 










wt 1,00 1,00 
A-/- 0,88 0,86 
B-/- 1,00 1,00 
Tabla 13. Cuantificaciones del western blot de la figura 36. 
 
A continuación, las mutantes E172S y DV fueron transfectadas en las líneas HEK293 wt, 
STT3A-/- y STT3B-/-, durante 48 hs. Luego, con los extractos celulares se realizaron los western 
blots (figura 37) y análisis correspondientes. 
 
 
Figura 37. Western blot realizado con lisados celulares de células HEK293 transfectadas con las 
mutantes indicadas. 
 
En el caso de la mutante DV, de la cuantificación con el ImageJ resultó no ser comparable 
el total de proteína entre slow y fast para cada línea celular, pero sí pudo compararse a las 
versiones fast entre líneas y a las lentas entre wt y B-/-. Como se aprecia en la tabla 14, tanto en 
las células B-/- como en las A-/-, la glicosilación es menor que en las células wt, y comparando A-/- 






G/(G+NG)   
DV  
G/(G+NG) 
fast   slow 
wt 0,50   wt 0,51 
A-/- 0,39          A-/- x 
B-/- 0,31   B-/- 0,33 






slow  fast 
wt x  wt x 
A-/- 0,32  A-/- 0,37 
B-/- 0,27  B-/- 0,24 
Tabla 15. Cuantificación del western blot de la figura 37. 
 
En otro western blot, se pudieron comparar los resultados de las variantes de velocidad 
para la E172S (figura 38), tanto en células A-/- como en las wt. Se puede apreciar que, en el caso 
de las células silvestres, la variante rápida muestra un aumento en la eficiencia de N-glicosilación 
respecto de la lenta, mientras que en las células que carecen de la subunidad STT3A no existen 
diferencias (tabla 16). Esto implicaría que el cambio que se observa en las células wt se debe a 
un proceso co-traduccional. 
 






G/(G+NG)   
E172S 
G/(G+NG)   
E172S 
G/(G+NG) 
slow fast   slow   fast 
wt 0,37 0,44   wt 0,37   wt 0,44 
A-/- 0,37 0,37   A-/- 0,37   A-/- 0,37 
B-/- x x  B
-/- 0,27  B
-/- x 




En el caso de la mutante N-terminal, G228N+T230S, lo que se observa cualitativamente 
en la figura 39 es que en las células que carecen de la subunidad STT3B es donde hay un mayor 
porcentaje de proteína no glicosilada. Este secuón se encuentra a menos de 55 residuos del 
extremo c-terminal de la proteína y, es de esperar que su ocupación se vea más afectada cuando 
falta la subunidad STT3B.  Sin embargo, es de destacar que la STT3A por sí sola es capaz de 
ocupar parcialmente dicho secuón. 
 
Figura 39. Western blot realizado con lisados celulares de células HEK293 transfectadas con 
las mutantes indicadas. 
 
 
G228N + T230S  
G/(G+NG)   
G228N + T230S 
G/(G+NG)   
G228N + T230S 
G/(G+NG) 
slow fast   slow   fast 
wt 0,89 0,89 
  A-/- 0,84   A-/- 0,84 
  B-/- 0,61   B-/- 0,63 
Tabla 17. Cuantificación del western blot de la figura 39. 
 
En otra transfección de las diferentes líneas HEK293 con la mutante G228N + T230S 
(figura 40), pudimos observar que en ausencia de la subunidad STT3A no hay cambios 
significativos con respecto a la línea wt (tabla 18).  
 
 





G228N+ T230S  
G/(G+NG) 
slow fast 
wt 0,78 0,76 
A-/- 0,78 0,75 
B-/- 0,64 0,56 
Tabla 18. Cuantificación del western blot de la figura 40. 
 
Al transfectar a la mutante Y151S durante 24 hs en las diferentes líneas de HEK293 y 
luego de realizar el western blot correspondiente pudo observarse que, independientemente 
de la identidad celular, la proteína se encuentra 100% glicosilada: 
 
 
Figura 41. Western blot realizado con lisados celulares de células HEK293 transfectadas con la 
mutante Y151S. 
 
Por último, para evaluar qué sucedía con un secuón que estuviera cerca del N-terminal, 
se generaron dos mutantes nuevas (ver figura 18): 
 
 L7N (CTA7AAC) 
 L7N + T9S (CTA7AAT+ACG9AGC) 
 
La diferencia entre las mismas radica en la tercera posición del secuón, siendo el primero 
del tipo N-X-T y el segundo, N-X-S (figura 42). El propósito de tener a un mismo sitio donde sólo 
cambia el hidroxiaminoácido era ver si podíamos observar lo mismo que en un trabajo de 
Malaby y Kobertz80, donde un sitio cercano al extremo amino terminal mostraba un alto 
porcentaje de modificación co-traduccional cuando el secuón poseía treonina en la posición +2, 
mientras que el mismo disminuía notablemente si en esa posición había serina. Usando las líneas 
KO, donde en teoría las B-/- sólo podrían modificar al secuón co-traduccionalmente y las A-/- sólo 
post-traduccionalmente, esperábamos poder estudiar en mayor profundidad el fenómeno ó 





Figura 42. Ubicación del secuón NFT ó NFS a generar. 
 
Las mutantes fueron transfectadas y los resultados pueden observarse en la figura 43. 
Dado que todas las construcciones en todas las líneas celulares dieron un 100 % de N-








ENSAYOS DE VELOCIDAD DE SÍNTESIS PROTEICA. 
Para evaluar si el criterio utilizado como medida de la velocidad de traducción fue 
correcto, se realizaron experimentos de marcación con 35S. Los resultados se muestran en las 
figuras 44 y 45. De las ecuaciones de la recta, se calculó el tiempo mínimo a partir del cual 
comenzaría a haber proteína (y=0), siendo 2,8 segundos para la versión rápida de la cf-sfGFP y 
200 segundos para la lenta (tabla 19). Estos resultados no resultan coherentes, al menos para la 
versión rápida, ya que ello significaría que una proteína de 300 aminoácidos estaría siendo 
sintetizada a más de 100 residuos por segundo y se ha estimado que en eucariotas la velocidad 








Figura 45. Cuantificación del gel de la figura 44. 
 
 
Tiempo de síntesis (seg) 
slow fast 
200 2,77 
Tabla 19. Tiempo de síntesis proteica calculado a partir de la ecuación de la recta de la figura 43. 
 
El ensayo fue repetido en varias ocasiones, encontrándonos con imágenes difíciles de 
cuantificar debido al fondo ó con resultados disímiles. Mientras que de la tabla anterior se 
desprende una velocidad de traducción de 1,6 aa/seg, en la tabla 20 se calcula una velocidad de 
9,5 aa/seg para la proteína slow a partir de la figura 46. En el caso de la variante rápida, se sigue 




Figura 46. Gráfica resultante luego de la cuantificación del gel revelado con el Storm. 
 
 
Tiempo de síntesis (seg) 
slow fast 
28,57 3,39 
Tabla 20. Tiempo de síntesis proteica calculado a partir de la ecuación de la recta de la figura 46. 
 
En un tercer ensayo (figura 47), se calculó una velocidad de síntesis de la variante lenta 
de 49 segundos (tabla 21), lo cual se corresponde a una traducción de 6 aa/seg. No se calcula 
para la variante rápida porque hubo un error experimental. 
 
 
Figura 47. Resultados del gel de poliacrilamida con las proteínas marcadas con 35S, revelado en el 
Storm. 
 
y = 4,7208x - 134,67
R² = 0,9659























Figura 48. Cuantificación del gel de la figura 47. 
 
 
Tiempo de síntesis (seg) 
slow fast 
48,8 ND 




EL RETORNO DE LA C70  
Una de las mutaciones iniciales en la proteína de trabajo había sido el cambio de la 
cisteína por metionina en la posición 70 (C70M). Nos preguntamos si ese cambio podría haber 
generado alguna perturbación estructural que afectara a la eficiencia del proceso de N-
glicosilación. Entonces, decidimos revertir el cambio en varias de las construcciones ya 
ensayadas, para evaluar si la presencia de la cisteína 70 modificaba la ocupación del sitio de N-
glicosilación en el estado estacionario. 
 
Las versiones con cisteína 70 fueron generadas únicamente sobre las versiones fast. Una 
vez obtenidas las construcciones C70, fueron transfectadas junto con las versiones fast con 
metionina 70 en las diferentes líneas de HEK293 y, luego de 24 hs se procedió a la lisis celular. 
Con los extractos obtenidos se realizaron los western blots correspondientes, como se puede 
observar a continuación. 
En la figura 49 se muestran los resultados obtenidos para secuones que están ubicados 
a dos residuos de distancia en la cadena polipeptídica. A pesar de ser mínimo el espaciado entre 
los mismos, se puede observar que claramente difieren en su comportamiento. Las mutantes 
NISA y NISE poseen una N-glicosilación notoriamente menor cuando son expresadas en células 
















Tiempo de marca (seg)
Velocidad de síntesis de la NG slow
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A-/- y poseen cisteína en la posición 70 (tabla 22). En el caso de la mutante Y151S no existen 
diferencias entre poseer cisteína o metionina, y la ocupación del sitio resulta máxima 
independientemente de la identidad del aminoácido 70. 
 






NISA 0,10 0,77 
NISE 0,27 0,88 
Tabla22. Cuantificación de la figura 49. 
 
En el caso de la mutante E172S (figura 50), luego de cuantificar las bandas proteicas 
(tabla 23) se observa que en las células silvestres, donde la cantidad de proteína total resultó 
comparable entre C70 y M70, la mutante con metionina nuevamente es la que presenta un 
mayor grado de N-glicosilación. 
 
 






wt 0,34 0,54 




Para la mutante N146S (figura 51) se observa un 53% de aumento en la eficiencia de N-
glicosilación en la mutante con metionina respecto de la que tiene cisteína en las células que no 
poseen la subunidad STT3A (tabla 24). En las líneas wt y B-/- no se compara porque los totales 
proteicos difieren entre sí. 
 
 






A-/- 0,15 0,23 
Tabla 24. Cuantificación del western blot de la figura 50. 
 
En cambio, la mutante K41S (figura 51) parece no modificar su patrón de N-





wt 0,90 0,93 
A-/- 0,81 0,80 
Tabla 25. Cuantificación del western blot de la figura 51. 
 
En el caso de la G228N+T230S (figura 52) se puede ver cualitativamente que, en todas 
las líneas celulares, hay un menor grado de N-glicosilación cuando en la secuencia aminoacídica 
hay una cisteína 70. 
 




A excepción de la mutante Y151S, las otras ensayadas muestran que cuando poseen una 
cisteína en lugar de metionina en la posición 70, la eficiencia de N-glicosilación se ve reducida. 
Ante dichos resultados, nos preguntamos si esa disminución estaría relacionada con la posible 
formación de puentes disulfuro entre proteínas con cisteína 70 y, para dilucidar el asunto 
decidimos hacer un gel en presencia/ausencia de agente reductor (β-mercaptoetanol, figura 
53).  
 
Figura 53. Western blot realizado con lisados celulares de células HEK293 transfectadas con 
las mutantes indicadas, en presencia (izquierda) ó ausencia (derecha) de agente reductor. 
 
En la figura 53 se puede ver que, en el caso de la NISE, existe una muy baja tendencia a 
la oligomerización covalente, y que la misma no puede dar cuenta de los cambios que se 
muestran en las células que carecen de la subunidad STT3A, ya que esa mínima formación se 
encuentra presente también en las células wild type y en las no poseen a la subunidad STT3B. 
Por otra parte, la C70 se encuentra oculta del solvente dentro del barril beta de la sfGFP y no es 




Descartado que el fenómeno se debiera a la formación de agregados, nos preguntamos 
si podría ser una consecuencia de que las variantes C70 se estuviesen plegando más rápido, 
estando menos tiempo el secuón accesible a la OST o, alternativamente, que estuviera 
aumentada la estabilidad termodinámica de esta proteína respecto de la mutante C70M. 
 
EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LAS sfGFPs 
Para comprender las diferencias observadas en la N-glicosilación al introducir la 
mutación C70M se procedió a expresar de forma recombinante en E. coli a las versiones no 
glicosiladas de estas proteínas. Para ello se clonaron en el vector pET22b las secuencias 
codificantes de las versiones maduras de las mismas, desprovistas de péptido señal, el epítope 
3xHA y la señal de retención en el RE. La expresión y purificación de las proteínas fue analizada 
mediante electroforesis en SDS PAGE (figura 54). Ambas proteínas migran de acuerdo a su masa 
molecular esperada (27,9 kDa). Las dos proteínas se encontraron mayoritariamente en la 
fracción soluble del lisado celular (comparar calles 2 y 3 para C70 y calles 7 y 8 para M70), 
indicando que se encuentran plegadas correctamente. Luego del paso de purificación mediante 
IMAC se observan algunas impurezas de menor peso molecular (calles 4 y 9), las cuales fueron 
eliminadas mediante la cromatografía de exclusión molecular (calles 5 y 10). El rendimiento de 
las purificaciones fue muy bueno en ambos casos (28 y 30 mg/l de cultivo para C70 y M70, 
respectivamente). 
 
Figura 54. Expresión y purificación de las sfGFPs C70 y M70. 1 y 6: lisado total de bacterias. 2 y 7: 
fracción insoluble. 3 y 8: fracción soluble. 4 y 9: eluído de la IMAC. 5 y 10: eluído de la Superdex 200. 
MWM: marcador de masa molecular (Thermo Spectra BR). 
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El estado de agregación de las proteínas fue analizado mediante cromatografía de 
exclusión molecular siguiendo la elusión por absorbancia a 280 nm. En ambos casos se observó 
un pico mayoritario que eluye a 16.0 ml (figura 55A), viéndose también un ligero hombro que 
eluye antes. El mismo podría deberse a la formación de dímeros de las proteínas o la presencia 
de alguna impureza de mayor peso molecular. Para comparar el perfil de ambas proteínas se 
superpusieron los perfiles normalizados de ambos cromatogramas. Se puede observar que los 
perfiles son idénticos (figura 55B).  
 
Figura 55. Análisis por cromatografía de exclusión molecular de las proteínas recombinantes. (A) Perfil 
de elusión de las proteínas sfGFPs C70 y M70 seguido por absorbancia a 280 nm. Los círculos indican el 
volumen de elusión de marcadores de peso molecular. (B) Perfiles normalizados por la absorbancia 
máxima. 
 
A partir del volumen de elusión se calculó el PM de ambas proteínas. Para ello se calibró 
la columna con proteínas de peso molecular conocido (Aldolasa (158 kDa), Conalbúmina (75 
kDa), Ovoalbúmina (43 kDa), Anhidrasa carbónica (23 kDa) y Ribonucleasa A (13.7 kDa)). El peso 
medido para ambas variantes fue de 30.4 kDa, muy cercano al peso teórico calculado a partir de 
su composición de aminoácidos (figura 56). Estos resultados indican que las proteínas se 





Figura 56. Estimación del peso molecular de las sfGFPs. Los rombos azules indican la K de retención 
para los estándares de peso molecular. La misma fue calculada como K = (Ve- V0)/(V0 – Vt), en donde Ve 
es el volumen de elusión, V0 es el volumen de exclusión de la columna y Vt es su volumen total. Los 
puntos verde y rojo indican los pesos moleculares medidos y teóricos para la sfGFP, respectivamente. 
 
 
Determinación de la estructura secundaria y estabilidad térmica 
La estructura secundaria de las proteínas se estudió mediante dicroísmo circular en el 
ultravioleta lejano. Ambos espectros mostraron una banda de magnitud negativa centrada a 216 
nm y una banda positiva cerca de los 200 nm (figura 57). Estos espectros son característicos de 








Figura 57. Espectro de dicroísmo circular de sfGFP C70 y M70. 
Los espectros de la figura 57 fueron tomados a 25°C. Cuando las muestras fueron 
medidas a 95°C se observó un cambio drástico en su forma, indicando un proceso de 
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desnaturalización (figura 58). Para estudiar la reversibilidad de este proceso, las proteínas 
calentadas a 95°C fueron llevadas nuevamente a 25°C y luego de 10 minutos se volvió a medir 
el espectro. Se puede observar que los espectros son similares a los medidos antes del 
calentamiento, indicando que el desplegado térmico es en gran medida reversible. Este 
comportamiento es infrecuente en proteínas de este tamaño, puesto que usualmente la 








Figura 58. Efecto de la temperatura sobre los espectros de CD. (A) C70. (B) M70. “C70 25C vuelta” y 
“M70 25C vuelta” fueron medidos luego de volver a la temperatura inicial de 25°C. 
 
 
La temperatura de fusión (Tm) de las proteínas se determinó siguiendo el cambio en la 
señal de CD a 232 nm. Esta longitud de onda presenta una buena relación entre el ruido y el 
cambio se señal entre el estado nativo y el desplegado. Un modelo de equilibrio a dos estados 
fue ajustado a los datos experimentales. Dicho modelo tiene en cuenta la variación en los 
parámetros termodinámicos en función de la temperatura, los cuales se relacionan con el 
cambio de capacidad calorífica entre los estados nativo (Cp,n) y desplegado (Cp,u):  
 
Si consideramos que Cp es independiente de la temperatura en el rango empleado, se 




Cp = Cp,u - Cp,n 
 
H(T) = H(T0) + Cp (T - T0) 
S(T) = S(T0) + Cp ln (T / T0) 
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Con estas ecuaciones se calcula el cambio en la energía libre de desplegado en función 
de la temperatura: 
 
 
De aquí se puede calcular la dependencia de la constante de desplegado con la 
temperatura. En este tipo de curvas es frecuente observar pendientes diferentes de cero en las 
señales de las pre- y post-transiciones. Este efecto es tenido en cuenta asumiendo una 
dependencia lineal con la temperatura de la señal de los estados nativo y desplegado.  En la 
temperatura de fusión Gu = 0 y se cumple que Hu(Tm) = Tm.Su(Tm). Si tomamos como T0 
de referencia a Tm: 
 
 




En donde In,0 e Iu,0 son las señales de de los estados N y U a cero Kelvin, respectivamente, 
mientras que bn y bu son las dependencias de estas señales con la temperatura. Este modelo se 
pudo ajustar de forma satisfactoria a los datos experimentales. Las curvas de desnaturalización 
fueron medidas en buffer o en presencia de urea 2 M. Esto último se realizó para poder 
determinar de forma más precisa la Tm de la variante C70, puesto que su alta estabilidad no 
permite medir bien la post-transición en ausencia de urea (figura 59). 
Gu(T) = H(T0) + Cp (T - T0) - T . (S(T0) + Cp ln (T / T0)) 
 
Gu(T) = H(Tm) (1 – T / Tm) + Cp (T - Tm - T . ln (T / Tm)) 
 
I(T) = (In,o + bn . T)   +                                                                                                                         (Iu,o - In,o + T . (bu-bn)) 
exp (-(H(Tm) (1 - T/Tm) + Cp (T - Tm - T . ln (T / Tm)))/RT) 
 





Figura 59. Curvas de desplegado térmico de sfGFP C70 y M70 seguidas por CD. La señal de CD a 232 nm 
fue normalizada para cada curva. 
 
 
A partir del modelo ajustado se pudo calcular la Tm de ambas proteínas en las dos 
condiciones experimentales (Tabla 26). 
 Tm urea 0 M Tm urea 2 M Delta Tm 
C70 92.0 ± 0.4 °C 88.4 ± 0.3 °C 3.6 °C 
M70 83.8 ± 0.3 °C 79.8 ± 0.2 °C 4.0 °C 
Delta Tm 8.2 °C 8.6 °C  
Tabla 26. Temperaturas de desplegado de las sfGFP. 
 
Se puede observar que la urea indujo la desnaturalización de las proteínas a menor 
temperatura, siendo el efecto similar para ambas (Tabla 26, cuarta columna). Este 
comportamiento es esperable dado el efecto desestabilizante de la urea. Es destacable la 
enorme estabilidad térmica de ambas proteínas. La variante C70 es mucho más estable, 
presentando una Tm 8.2°C mayor a 0 M urea (Tabla 26, cuarta fila).  
 
Estabilidad conformacional frente a cloruro de guanidinio 
La gran diferencia observada en la estabilidad térmica de las proteínas nos llevó a 
estudiar este fenómeno en más detalle. Para ello se realizaron curvas de desplegado químico 
inducido por cloruro de guanidinio (GdnHCl). Esta metodología permite medir el cambio de 
energía libre (Gu) del desplegado. Las muestras fueron incubadas a 25°C con concentraciones 
74 
 
creciente de GdnHCl durante 96 hs. Dicho tiempo es necesario para asegurar que el sistema 
haya alcanzado el equilibrio. Las curvas de desplegado fueron seguidas mediante espectroscopía 
de fluorescencia. Se midieron dos series de espectros, el espectro del cromóforo natural de las 
sfGFP empleando una longitud de onda de excitación de 498 nm y el espectro del único de 
residuo de triptófano que presentan estas proteínas (W57) usando una longitud de onda 
excitación de 295 nm. Esta metodología permite seguir el proceso de desplegado mediante dos 
reporteros diferentes, pudiendo evidenciar la presencia de intermediarios. La fluorescencia del 
cromofóro fue totalmente apagada al desnaturalizarse las proteínas (figura 60 A y B). En cuanto 
a la fluorescencia del triptófano, se pudo observar un corrimiento marcado hacia el rojo del 
espectro con un aumento en la intensidad de la señal (figura 60 C y D).  
 
 
Figura 60. Desplegado inducido por GdnHCl. El desplegado fue seguido mediante la fluorescencia del 
cromóforo de las sfGFPs (paneles A y B) o del residuo de triptófano (paneles C y D). Variante C70: 
paneles A y C. Variante M70: paneles B y D. 
 
El máximo de fluorescencia de triptófano en ausencia de desnaturalizante se encuentra 
a 330 nm, valor característico de un entorno no polar. Dicho máximo se mueve a 353 nm luego 
del desplegado, indicando su exposición al solvente. Por otra parte, el aumento de intensidad 
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en el desplegado puede explicarse por un efecto de apagamiento que sufre el triptófano en el 
estado plegado de la proteína. La estructura cristalográfica de la variante C70 muestra al 
triptófano en contacto con el residuo de metionina M218 (figura 61). Las metioninas apagan 
eficientemente la fluorescencia de los triptófanos que se encuentran en contacto. La pérdida de 
este contacto durante el desplegado explicaría entonces el aumento en la intensidad de los 
espectros. 
 
Figura 61. Disposición espacial de los residuos W57 y M218 en la estructura de la sfGFP C70. La figura 
fue realizada con el programa Chimera a partir del archivo PDB 2B3P.  
 
El desplegado fue analizado mediante un modelo de equilibrio entre dos estados. El 
cambio de energía libre del desplegado Gu depende linealmente con la concentración de 
desnaturalizante [D]: 
 
En donde Gu,o es el cambio de energía libre en ausencia de desnaturalizante, y m da 
cuenta de la cooperatividad de la transición. Usualmente este parámetro está relacionado al 
cambio de superficie accesible al solvente durante el desplegado. La intensidad de fluorescencia 






Gu (D) = Gu,o - m D 
I(D) = (In,o + bn . D) +                                                           (Iu,o - In,o + D.(bu-bn)) 
exp (-(Gu,o - m D)/RT) 
1 + exp (-(Gu,o - m D)/RT) 
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En donde In,0 e Iu,0 son las señales de los estados N y U en ausencia de desnaturalizante, 
respectivamente, mientras que bn y bu son las dependencias de estas señales con la 
concentración de desnaturalizante. Este modelo se pudo ajustar de forma satisfactoria a los 
datos experimentales (figura 62). 
 
 
Figura 62. Desplegado de sfGFPs inducido por GdnHCl seguido por fluorescencia. La fluorescencia a 
357 (símbolos rojos) y 512 nm (símbolos azules) para las variantes C70 (círculos) y M70 (rombos) en 
función de la concentración de GdnHCl. Las curvas representan el resultado del ajuste a un modelo de 
dos estados para cada señal en forma independiente. 
 
A partir del ajuste de un modelo de dos estados en equilibrio se pueden calcular los 
parámetros termodinámicos de la transición (tabla 27). Los cambios de señal normalizados 
medidos a 512 nm y a 357 nm son muy similares, indicando la ausencia de intermediarios de 
plegado detectables. Esto valida el uso de un modelo de dos estados para describir el proceso. 
 C70 512 nm C70 357 nm M70 512 nm M70 357 nm 
Gu,o (kJ/mol) 40.3 ± 1.0 37.3 ± 0.9 28.1 ± 1.0 28.0 ± 1.0 
m (kJ/mol.M) 8.5 ± 0.3 8.8 ± 0.2 7.8 ± 0.2 8.5 ± 0.3 
GdnHCl 50 % (M) 4.7 4.8 3.2 3.3 
Tabla 27. Parámetros termodinámicos calculados a partir de la figura 62. 
De forma similar a lo observado en CD, las curvas de fluorescencia mostraron que la 
mutación C70M genera una marcada desestabilización de la proteína. La disminución en el 
cambio energía libre de desplegado es cercana a los 12 kJ/mol (medido a 512 nm). Por otra 
parte, en todos los casos el parámetro m es similar, indicando un cambio similar de área 
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accesible al solvente durante el desplegado. El efecto desestabilizador de la mutación puede 
deberse a un estrés conformacional generado por el mayor volumen de la metionina respecto 
de la cisteína. Si bien los espectros de fluorescencia y CD en ausencia de desnaturalizante son 
muy similares para ambas proteínas, claramente la mutación perjudica la estabilidad de la 
proteína.  
 
Cinética de plegado y desplegado 
Desde un punto de vista cinético, la menor estabilidad de la variante M70 puede 
deberse a que una menor velocidad de plegado y/o a una mayor velocidad de desplegado. En el 




A medida que aumenta la concentración de agente desnaturalizante, la velocidad de 
desplegado sube y la de plegado disminuye. En la concentración en que ambos procesos 
proceden a la misma velocidad, luego de que el sistema llega al equilibrio, se tiene que [N] = [D], 
Kunf = 1 y Gu = 0. Este punto se corresponde con la mitad de la transición de la curva de 
desplegado medida al equilibrio. En los casos más simples se observa que el logaritmo de las 
constantes cinéticas varía linealmente con la concentración de desnaturalizante: 
 
 
En donde munf y mf son constantes de magnitud positiva que describen la dependencia 
de las constantes cinéticas respectivas con la concentración de desnaturalizante, y kunf,0 y kf,0 son 
las constantes en ausencia de desnaturalizante. Para estudiar el desplegado de las sfGFPs se 
partió de las proteínas en buffers y se las diluyó en concentraciones finales variables de GdnHCl. 
Para ello se empleó un mezclador rápido de Applied Photophysics y se midió en tiempo real la 
pérdida de fluorescencia de las proteínas a medida que se desnaturalizaban. Como se esperaba, 
en ambos casos se observó que la velocidad de desplegado aumenta a medida que aumenta la 
concentración de GdnHCl (figura 63). 
N                 D 
kunf 
kf 
ln(kunf) = ln(kunf,0) + munf . [D] 
 




Figura 63. Desplegado de sfGFP M70 seguida por fluorescencia. Intensidad de fluorescencia 
normalizada durante el desplegado de sfGFP M70 en distintas concentraciones de GdnHCl. Las líneas 
negras finas dentro de cada trazado corresponden al ajuste de un modelo monoexponencial. 
 
 
Al estudiar el desplegado de la variante C70 se observó que en todas las concentraciones 








Figura 64. Comparación de la cinética de desplegado. La concentración final de GdnHCl para ambas 
curvas fue de 6.8 M. 
 
Un modelo monoexponencial de la forma F(t) = F0.(1 – exp(-t . k) fue ajustado de forma 
satisfactoria a todas las curvas experimentales. Una mayor k indica una mayor velocidad de 
desplegado. El logaritmo natural de dichas constantes mostró una variación lineal con la 
concentración de GdnHCl, siendo en todos los casos las constantes de la mutante C70M mucho 




Figura 65. Variación de las constantes cinéticas medidas en la zona de desplegado en función de la 
concentración de GdnHCl. 
 
 
La velocidad del proceso de re-plegado fue estudiada en forma similar, viéndose 








Figura 66. Cinética de replegado de sfGFP C70 en diferentes concentraciones de desnaturalizante. 
 
Contrariamente a lo observado para el desplegado, el proceso de replegado de ambas 





Figura 67. Cinética de replegado de las variantes C70 y M70 en 0.64 M GdnHCl. 
 
Al intentar realizar un ajuste de un modelo mono exponencial a los datos de replegado 
se evidenció que este proceso sigue una cinética mucho más compleja, en donde los residuales 
del ajuste mostraron una tendencia no azarosa. Por tal motivo se ajustaron modelos 









Figura 68. Ajuste de las curvas de replegado a diversos modelos exponenciales. (A) Mono-exponencial. 
(B) Dos exponenciales. (C) Tres exponenciales. (D) Cuatro exponenciales. Las curvas azules son los datos 
correspondientes al replegado de la variante C70 en GdnHCl 0.64 M y las curvas negras son los modelos 
ajustados. Debajo de cada gráfico se muestran los residuales de cada ajuste. 
 
Si bien en principio no hay límite para la cantidad de componentes exponenciales en los 
modelos de ajuste, se alcanza un punto a partir del cual el resultado no mejora. Para ilustrar 
esto se graficó la sumatoria de los desvíos cuadráticos de cada ajuste en función del número de 
componentes empleadas (figura 69). Se puede observar que ya con tres componentes se logra 









Figura 69. Variación de la sumatoria de residuales al cuadrado en función del número de componentes 
exponenciales empleados en el ajuste. 
 
La complejidad del proceso de replegado es algo esperable para una proteína como la 
sfGFP. En su estado nativo esta proteína presenta 9 prolinas en configuración trans y una prolina 
en configuración cis (P89). De hecho, este último residuo se encuentra en la vecindad del residuo 
mutado C70 (figura 70). 
 
 
Figura 70. Ubicación de los residuos de prolina en la sfGFP. Las prolinas en configuración trans se 
ilustran en rojo y en verde a la P89 en cis. 
 
Cuando la proteína es incubada a alta concentración de GdnHCl los residuos de prolina 
están libres de las restricciones estructurales impuestas por el estado nativo y se equilibran 
entre conformaciones trans y cis en una proporción cercana a 95:5. Como resultado de este 
proceso, el estado desplegado en realidad es una mezcla de las diversas combinaciones de 
isomerización de las prolinas. Durante el proceso de replegado estos residuos deben adoptar la 
conformación que presentan en el estado nativo. El problema radica en la alta energía de 
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activación de este proceso, cercano a los 100 kJ/mol, siendo en muchos casos el paso limitante 
del plegado. Aquellas proteínas que desplegadas necesiten isomerizar menos prolinas 
requerirán menos tiempo para plegarse. Muy posiblemente esto sea el origen del complejo 
comportamiento observado. Dada la enorme cantidad de prolinas que presenta esta proteína, 
con los datos disponibles no es posible discriminar los diversos caminos que tienen lugar durante 
el replegado. 
 
SIMULACIONES DE DINÁMICA MOLECULAR  
Puesto que el cambio de Cys por Met en la estructura de la GFP tiene efectos muy 
diversos en la eficiencia de ocupación de los sitios de N–glicosilación, decidimos estudiar ambas 
proteínas mediante simulaciones de dinámica molecular. El objetivo de este estudio es obtener 
una comprensión estructural de los cambios observados. Estos análisis fueron realizados en 
colaboración con el Dr. Carlos Manuel Alberto Guardia, quien actualmente se encuentra 
realizando su post doctorado en el NIH. 
Un parámetro que permite estudiar la movilidad de la estructura a lo largo de la 
simulación es la raíz cuadrada de la desviación cuadrática media (RMSD, del inglés root mean 
squared deviation) respecto a una estructura de referencia. La misma se calcula como: 
  









donde N corresponde al número de átomos en el sistema, y δi a la distancia entre las posiciones 
del átomo i en dos estructuras distintas, una de ellas será la estructura de referencia. Realizando 
este cálculo para cada una de las “fotos” de la simulación, se obtiene el RMSD en función del 
tiempo. La estructura de referencia puede ser la estructura cristalográfica, por ejemplo, o la 
estructura promedio, lo que otorga una noción de la magnitud de las fluctuaciones del sistema 
a lo largo de la dinámica, es decir, como una función del tiempo.  Ahora, si el promedio es sobre 
el tiempo, se puede tener una noción de las fluctuaciones de cada partícula: 
𝑅𝑀𝑆𝐹 =  √
1
𝑇








donde T es el tiempo total de promedio y 𝑥𝑖 es la posición de referencia de la partícula i. Esta es 
la expresión para calcular la raíz cuadrada de la fluctuación cuadrática media (RMSF), la cual 
resulta de mucha utilidad para comparar las magnitudes de las fluctuaciones de cada partícula 
del sistema en un rango de tiempo de simulación determinado, es decir, como una función de 
cada partícula. 
 
 Al realizar la simulación para las versiones de la proteína con Cys70 ó Met70, no se 
encontraron cambios significativos en el RMSD luego de 20 ns (figura 71), por lo que cada 
proteína se encuentra en un mínimo de energía local y se pueden utilizar usar los últimos 10-20 
ns para analizar las estructuras. 
 
Figura 71. RMSD en función del tiempo de simulación para la sfGFP C70 (verde) ó sfGFP M70 (azul). 
 
El análisis del RMSF muestra que la movilidad a nivel de los residuos individuales es 
similar para ambas proteínas (figura 72A), siendo en general mayor en los extremos N- y C-



















Figura 72. (A) Movilidad de los carbonos alfa a lo largo de las secuencias de las variantes C70 (línea 
azul) y M70 (línea roja). (B) Representación en cintas de la sfGFP en donde las regiones con movilidad 
de los carbonos alfa mayor a 0.7 Å fueron marcadas en rojo. 
 
Para comparar los cambios de movilidad entre ambas proteínas se calculó la diferencia 
en el RMSF a lo largo de la secuencia (figura 73A). La introducción de la mutación C70M produjo 
cambios en cuatro regiones. Mientras que en el extremo N-terminal y la región contigua en el 
residuo mutado se produjo un incremento de la movilidad, los loops que conectan las hebras 7-












Figura 73. (A) Diferencia de movilidad de los carbonos alfa entre las variantes M70 y C70. Las barras 
rojas indican regiones con aumento de movilidad mayor a 0.3 Å, mientras que la barras azules indican 
regiones con disminución de la movilidad mayor a 0.3 Å. (B) Estructura de la variante M70 en donde 
se indican con color rojo y azul las zonas con aumento o disminución de movilidad, respectivamente. 
También se señalan los residuos en donde se introdujeron los secuones y el residuo mutado M70. 
 
Estos cambios fueron similares para las mutantes de glicosilación (no mostrado). En 
líneas generales, las posiciones en donde se ubican los secuones no presentan grandes 
diferencias en su movilidad a lo largo de la dinámica entre ambas proteínas (figura 74). Una 














mutada alrededor del sitio 70 en varios loops y en el extremo C-terminal. Dichas perturbaciones 
se ubican cerca de los sitios que mostraron mayor cambio en el grado de glicosilación (NISE, 
NISA y G228N + T230S). Esto podría ser el origen del incremento en la eficiencia de N-
glicosilación observada para estos secuones. El resto de los secuones se encuentran en regiones 
muy similares en ambas proteínas. De todas formas hay que tener en cuenta que la escala de 
tiempo empleada en la simulación es de sólo unas pocas decenas de nanosegundos. Un análisis 
de este tipo no puede mostrar fluctuaciones más amplias y menos probables que ocurren en la 
escala de micro a milisegundos. Por lo tanto, no puede descartarse que los cambios observados 
















Figura 74. Reacomodamientos en la estructura de la mutante C70M. La estructura promedio a lo largo 




















USO DE CODONES 
Los resultados sugieren que el uso de codones no tiene una gran influencia sobre la 
eficiencia de N-glicosilación en la mayoría de las mutantes estudiadas. Esto puede tener varias 
explicaciones: 
 
i) podría ser que los secuones no estuvieran ubicados a la distancia justa respecto de la 
pausa. Si la modulación de la velocidad fuera local y en la posición donde debería ser más lenta 
la traducción hay residuos que no cambian apreciablemente su velocidad de decodificación, o 
son codificados por un codón único, no podríamos ver cambios entre una u otra variante de 
velocidad. 
 
ii) podría ser que el cambio en la velocidad de traducción no tenga influencia sobre la 
catálisis realizada por la OST, o que posea un efecto menor y que la N-glicosilación, esté 
determinada mayoritaramiente por otros factores. 
 
iii) podría ser que el uso de codones no estuviera modulando apreciablemente la 
velocidad de traducción. 
 
En el diseño de las construcciones rápida y lenta de la cf-sfGFP se empleó como criterio 
de velocidad al uso de codones, debido a que hasta ese momento sólo contábamos con 
referencias de literatura que mostraban una correlación entre la abundancia de codones y la 
concentración de ARNts en los organismos estudiados. Sin embargo, no está del todo claro aún 
si en humanos existe dicha correlación. En principio, de los experimentos de marcación no 
podemos derivar una conclusión al respecto puesto que los resultados de los diferentes 
experimentos no han sido concluyentes (ver más abajo). Por ello, no podemos asegurar que los 
cambios observados en la eficiencia de N-glicosilación se deban a una diferencia en la velocidad 
de síntesis y, solamente, podremos establecer su relación con la mera abundancia de codones. 
Para poder definir este punto planeamos realizar experimentos con construcciones que tengan 
en cuenta diferentes criterios que pudieran modular la velocidad de traducción:  
 
 número de ARNt cognate. 
 cociente entre ARNt cognate y ARNt near cognate. 
 interacciones codón-anticodón según Watson-Crick vs wobble. 




De los secuones que mostraron algún cambio entre variantes, pudo observarse un 
aumento de la eficiencia de N-glicosilación para la mutante N146S con codones poco 
abundantes (figura 75), tanto en células HeLa (11 %, tabla 3), en HEK293 (18 %, tabla 4) y en 
COS-7 (16 %, tabla 7).  
 
Figura 75. Porcentaje de N-glicosilación de la mutante N146S en las diferentes líneas 
celulares. En rojo se grafica la versión con codones poco frecuentes y en verde la de codones 
frecuentes. 
 
En el caso de la mutante E172S se vió lo contrario a lo esperado (figura 76), siendo que 
se observa una mayor eficiencia de N-glicosilación en el caso de la proteína que posee codones 
más frecuentes (6% en células HeLa, tabla 3 y 13% en células HEK293, tabla 5). 
 
Figura 76. Porcentaje de N-glicosilación de la mutante E172S en las diferentes líneas celulares. En rojo 
se grafica la versión con codones poco frecuentes y en verde la de codones frecuentes. 
 
Por otra parte, en células HEK293 la mutante K2 mostró una mejora en la eficiencia de 
N-glicosilación del 16%, mientras que en la mutante K1 hubo un 40% de aumento de la versión 











































Codones raros Codones frecuentes
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Claramente la mutante K1 merece ser estudiada en profundidad dado que, de todas las 
mutantes estudiadas, es la que presenta la mayor diferencia entre versiones (figura 77).  
 
Figura 77. Porcentaje de N-glicosilación de las mutantes K1 y K2 en células HEK293. En rojo se grafica 
la versión con codones poco frecuentes y en verde la de codones frecuentes.  
 
¿A qué podría deberse que en esta mutante se observe un cambio tan significativo? Sin 
lugar a dudas primero es una cuestión de identidad del secuón, ya que mientras que K2 (cuya 
identidad es NGSA) sólo muestra un aumento del 16%, K1 (cuya secuencia es NGSD) que se ubica 
en la misma posición de la proteína aumenta en un 40%. Por otro lado, al considerar que el 
secuón estará accesible al sitio activo de la oligosacariltransferasa cuando el ribosoma esté 
leyendo al ARNm en la secuencia correspondiente a aminoácidos ubicados a 65-75 codones de 
distancia hacia el extremo 3’, podemos analizar la composición y coincidencia de los mismos en 
base a un trabajo publicado en 201481, donde cuantifican el número de copias génicas de los 
ARNt en humanos.  Al realizar la correspondencia entre los ARNt más frecuentes según el trabajo 
de Iben et al. y nuestra tabla de uso de codones en humanos, pudimos establecer los casos 
donde los codones más frecuentes se correspondían con los ARNt más abundantes y para cuáles 
codones raros había una correspondencia con los ARNt menos frecuentes. Casualmente, en la 
posición donde el ribosoma estaría ubicado, hay una coincidencia de 8/10 (figura 78) en la 
elección del codón poco abundante y el ARNt menos frecuente. Así, considerando que aquel 
sitio que posea menos ARNt que lo decodifiquen demorará más tiempo en ser traducido, podría 
explicarse el alto porcentaje de aumento en la eficiencia de N-glicosilación observado en la 
variante con codones poco frecuentes que, en este caso, también sería de lenta traducción local 




































Figura 78. En fucsia se muestra la ubicación del secuón de K1. Subrayada está la pausa de los últimos 
63 codones y, dentro de la misma, se resaltan los residuos que estarían a una distancia de 65-75 
respecto del secuón y, de estos, en verde se muestran los que muestran una coincidencia entre 
abundancia de codón y de ARNt. 
 
Un análisis similar relacionando el uso de codones y la correspondencia con los ARNt 
para la mutante E172S (figura 79) muestra que de los aminoácidos que estarían a 65-75 residuos 
de distancia respecto de la asparagina del secuón (ELYKEFYPYDV), ELY son residuos que en la 
construcción de codones poco abundantes se corresponden con ARNt poco abundantes y los 
codones frecuentes se correlacionan con los ARNt frecuentes en la versión rápida. Pero la 
secuencia EFYPYDV es común a ambas construcciones ya que forma parte del HA, siendo de 
lectura lenta los resaltados en rojo y de rápida los resaltados en verde (en base a que hay 
coincidencia entre los codones usados y los ARNt según el trabajo de Iben). Entonces, en este 
caso, los únicos residuos que podrían modular la velocidad de síntesis serían ELYK. Al comparar 
nuestra tabla de uso de codones con la de abundancia de ARNt de Iben, notamos que para la K 
nuestra elección de codón menos abundante se corresponde con el ARNt más frecuente. Ese 
residuo lisina se encuentra a 68 aminoácidos de distancia de la asparagina del secuón de la 
mutante E172S, lo cual nos podría estar dando un indicio de la posición donde podría estar 
ubicado el ribosoma en el momento de la modificación, y eso explicaría por qué es la supuesta 
variante rápida la que se glicosila más que la lenta (figura 76). Dicho de otro modo, posiblemente 
















Figura 79. En anaranjado se muestra la ubicación del secuón de E172S. Subrayada está la pausa de los 
últimos 63 codones. Se resaltan los residuos que estarían a una distancia de 65-75 respecto del 
secuón. 
 
Por último, si miramos la correlación entre el uso de codones que empleamos para 
nuestras construcciones con la abundancia de ARNt para los residuos que se encuentran entre 
65-75 codones río abajo del secuón N146S (DPNEKRDHMV), vemos que para PNE existe 








Figura 80. En violeta se muestra la ubicación del secuón de N146S. Subrayada está la pausa de los 
últimos 63 codones y, dentro de la misma, se resaltan los residuos que estarían a una distancia de 65-
75 respecto del secuón. De estos, en verde se indican los que muestran una coincidencia entre 
abundancia de codón y de ARNt. En el caso de la K hemos visto que hay una correlación inversa, la M 
es de codón único, para H no hay datos y en el caso de la R no está claro.  
 
 
Cuando analizamos qué es lo que sucede con la mutante D173N (tablas 6 y 7), vemos 
que el cambio es muy bajo entre variantes de uso de codones (4%), lo cual podría ser explicado 
por su ubicación respecto del segmento de codones poco frecuentes (figura 81), ya que el mismo 
finaliza en lo que sería una distancia de 65 aminoácidos respecto de la asparagina del secuón, 










Figura 81. En fucsia se muestra la ubicación del secuón de D173N. Subrayada está la pausa de los 
últimos 63 codones y, se resaltan en amarillo a los residuos que estarían a una distancia de 65-75 
respecto del secuón.  
 
En conclusión, de esta primera parte podemos decir que de haber una modulación de la 
velocidad debida a una correlación entre la abundancia de codones y la cantidad de ARNt en 
humanos, la posición 68 respecto de la asparagina del secuón parecería estar teniendo una clara 
influencia en la eficiencia de N-glicosilación. Por otra parte, los nuevos datos de disponibilidad 
de ARNt permitirán diseñar construcciones que modulen de forma más efectiva la velocidad de 
traducción. 
 
VELOCIDAD DE SÍNTESIS 
En cuanto a los experimentos para determinar la velocidad de síntesis entre las variantes 
rápida y lenta, más allá de la no congruencia e inverosimilitud de los resultados, podría ser que 
la técnica aplicada no sea la adecuada para este modelo. El segmento en donde se cambia el uso 
de codones abarca sólo el ~20 % de la proteína, aún de existir un cambio de dos veces en la 
velocidad de lectura de este segmento, esto cambiaría el tiempo total de lectura del ARNm en 
cerca del 20 %. Estas diferencias son muy difíciles de detectar en experimentos de pulso y caza. 
Una metodología alternativa para definir este efecto podría ser medir la densidad de ocupación 
de ribosomas a lo largo de los mARNs. Esto se puede hacer mediante el empleo de una variante 
de secuenciación llamada RiboSeq, una técnica que manejan muy pocos grupos en el mundo. 
Otra posibilidad, sería clonar únicamente a esos 63 residuos y realizar la marcación con 35S.  
Decidimos realizar las marcaciones en medio sin suero debido a que, en una prueba 
previa, la cantidad de marca incorporada había sido mayor en la marcación total de células 
cuando no había suero en el medio. Pero posiblemente haya sido un error debido a que se sabe 
que las células responden a la falta de suero mediante una alteración de procesos metabólicos, 
que incluyen a la tasa de síntesis proteica y un aumento en la degradación de proteínas. Se ha 
visto que la tasa de elongación en células HeLa privadas de suero durante 24 hs es la mitad de 
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la de células cultivadas con suero82. En nuestros experimentos el tiempo durante el cual las 
células están sin suero es menor a las 3 hs, pero igual podría estar generando alguna respuesta 
celular que no nos permitiese ver el resultado que deberíamos si hiciéramos la marcación en 
presencia de suero. De todos modos, los resultados que observamos para la mutante no 
glicosilada “rápida” no concuerdan con una disminución de la velocidad de síntesis, sino que, 
contrariamente, la tasa de traducción calculada es súper rápida. Más allá de lo observado, en 
futuras marcaciones deberemos tener en cuenta este punto y, al menos, realizar los 
experimentos en ambas condiciones (con o sin suero). 
 
HEK293 KNOCKOUT 
Una observación general en esta serie de experimentos es que el grado de ocupación en 
las células wt siempre es mayor o igual al observado en cualquiera de las líneas KO. Algo 
esperable puesto que la línea wt dispone de ambas maquinarias enzimáticas. 
En la mutante N146S se observó que al ser transfectada en las células B-/- (tabla 10) se 
obtiene el mismo aumento (18%) en la glicosilación de la variante lenta respecto de la rápida 
que el obtenido anteriormente en células HEK293 wt (tabla 4). Esto indicaría que la subunidad 
STT3A podría estar supliendo la falta de B o que el sitio es modificado sólo co-
traduccionalmente. Pero en el caso de las células A -/- vemos que no hay cambio entre lento o 
rápido pero que sin embargo la subunidad STT3B puede realizar la modificación, aunque en 
menor grado (figura 82). Este resultado sugiere que la subunidad STT3B en ausencia de la STT3A 
se está acoplando al translocón o  que permanece desacoplada del Sec61 y mientras la proteína 
es sintetizada modifica al secuón co-traduccionalmente, o que lo hace de modo post 
traduccional porque de alguna manera el sitio permanece accesible.  
 
 
Figura 82. Porcentaje de N-glicosilación de la mutante N146S en las diferentes líneas celulares. En rojo 

























Un trabajo previo determinó que la STT3B no se asocia con el trasnlocón Sec6152, sin 
embargo el mismo fue realizado en células que poseen ambas subunidades catalíticas de la OST. 
Esto abre la posibilidad de que la STT3B pueda asociarse al translocón en ausencia de la STT3A. 
De hecho, luego de la resolución de la estructura de la OST de mamíferos se vió que algunos 
complejos de translocación no poseen una OST asociada y, se ha sugerido que esto podría ser 
porque la asociación se da cuando la proteína está siendo translocada dentro del lumen del RE 
ó porque dentro de las células existen dos poblaciones de complejos de translocación, donde 
solamente algunos tienen una OST asociada83. Además, se ha determinado que la interacción 
entre la STT3A y el Sec61 tiene lugar a través de dos proteínas pequeñas de membrana (DC2 y 
KCP2) y que DC2 está presente también en los complejos que tienen STT3B84. Sin embargo, en 
un trabajo de 2017 se establece que los complejos con STT3B ocuparían una posición distante 
del translocón, incluso cuando la interacción entre STT3A y el Sec61 es perturbada85.  
En el caso de la mutante NISE, solamente en las células A-/- se observa la aparición de 
proteína no glicosilada (figura 83). O sea que la STT3B sola no alcanza para glicosilar al 100%, lo 
cual indicaría que al faltar la subunidad que realizaría la modificación de modo co-traduccional, 
la STT3B no puede suplir completamente su falta y comienza a aparecer proteína sin glicano 
(figuras 35 y 36). 
 
Figura 83. Porcentaje de N-glicosilación de la mutante NISE en las diferentes líneas celulares. En rojo 
se grafica la versión con codones poco frecuentes y en verde la de codones frecuentes.  
 
Al analizar los datos de la mutante DV (tabla 14), vimos que cuando sólo está presente 
la subunidad STT3B, la glicosilación es un 20% mayor que cuando sólo está la STT3A. Esto va de 





















Codones raros Codones frecuentes
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STT3B es más activa que la STT3A. Pero nuevamente, no sabemos si lo que está sucediendo es 
que la modificación está siendo realizada de modo post traduccional o si la STT3B está actuando 
co-traduccionalmente, ya sea, acoplándose al translocon o no. 
 




En el caso de la mutante E172S (tabla 15) cuando no está la subunidad A deja de verse 
el cambio en la eficiencia de N-glicosilación entre las variantes rápida y lenta que existe en las 
células HEK293 wt (figura 85). Por lo cual, es posible que el fenómeno esté siendo regulado por 
la STT3A de modo co-traduccional y que, la glicosilación observada se deba a la STT3B no 
acoplada al Sec61 (co o post-traduccionalmente). 
 
 
Figura 85. Porcentaje de N-glicosilación de la mutante E172S en las diferentes líneas celulares. En rojo 













































Codones raros Codones frecuentes
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 En las transfecciones de la mutante N-terminal, G228N+T230S (tabla 18) observamos 
que en las células que carecen de la subunidad STT3B es donde hay un mayor porcentaje de 
proteína no glicosilada y que cuando no está presente la subunidad STT3A la eficiencia de 
glicosilación es la misma que la alcanzada en células wt (figura 86). Esta insensibilidad a la falta 
de la subunidad STT3A ya ha sido descrita en otros trabajos86 para sitios ubicados a menos de 
55 residuos de la finalización de la cadena proteica. Que no se hayan detectado cambios entre 
las versiones lenta y rápida, sumado a la disminución en el nivel de glicosilación en las células 
sin STT3B, nos habla del carácter post traduccional del secuón. 
 
Figura 86. Porcentaje de N-glicosilación de la mutante G228N + T230S en las diferentes líneas 
celulares. En rojo se grafica la versión con codones poco frecuentes y en verde la de codones 
frecuentes.  
 
Se ha descrito que sólo la STT3B es capaz de mediar la modificación post traduccional 
de los sitios ubicados a menos de 55 residuos del extremo carboxilo terminal52, sin embargo, en 
la figura 86 se puede observar que aún cuando la subunidad STT3B no está presente, existe N-
glicosilación y, sabiendo que el sitio por su ubicación en la cadena aminoacídica (a 48 residuos 
del final de la proteína) solamente podrá ser modificado post traduccionalmente (recordemos 
que los residuos que están a menos de 55 aminoácidos del C-terminal no son glicosilados antes 
de que finalice la síntesis de la cadena polipeptídica), estaríamos ante la presencia de una N-

























Figura 87. Se esquematiza en A la distribución de las subunidades catalíticas de la OST en células wt. 
En B se muestra la posible distribución de la STT3A en células sin STT3B, donde la A podría modificar 
post traduccionalmente a los secuones. En C se grafica la posible distribución de la STT3B en células  
A-/-, pudiendo la misma modificar a los secuones de modo co-traduccional. 
 
 
Por último, los sitios Y151S, L7N y L7N + T8S mostraron estar 100% glicosilados en ambas 
versiones de uso de codones y en las tres líneas celulares HEK293 (figuras 41 y 43). Así, tanto la 
STT3A como la STT3B pueden modificar a estos sitios eficientemente. 
 
En conclusión, si pudiéramos obtener geles cuantificables con poco ruido de fondo y 
buena intensidad de banda proteica en experimentos de pulso y caza, podríamos determinar en 
aquellos casos donde planteamos la duda, de si la subunidad STT3B está modificando co-
traduccionalmente en ausencia de la STT3A y si, a la inversa, la subunidad STT3A puede 





INFLUENCIA DE LA IDENTIDAD DEL RESIDUO 70. 
Al restituir la cisteína 70 que había sido mutada por metionina, y comparar la eficiencia 
de N-glicosilación en las diferentes líneas celulares de HEK293 observamos que existe una 
mejora notable en la glicosilación cuando hay metionina en la posición 70 de la proteína en la 
mayoría de las mutantes. Este fenómeno resultó ser muy dependiente del secuón (identidad y 
posición) y del tipo celular (figura 88). Notable es el caso de las mutantes Y151S, NISA y NISE 
(figura 49), las cuales están casi contiguas en la estructura primaria. Mientras que en la Y151S 
se observa una eficiencia máxima de N-glicosilación tanto en presencia de C70 como de M70 en 
todas las líneas celulares, en las variantes M70 con los secuones NISA y NISE se obtiene un 
aumento de la N-glicosilación del 670 % y 225 % respectivamente al ser expresadas en células A-
/-. También pudo observarse un aumento del 53% en la N-glicosilación de la mutante N146S con 
M70 en las células sin STT3A. En esta misma línea celular y en las HEK293 wt, la mutante K41S 
no mostró diferencias entre poseer cisteína o metionina en posición 70 (figura 51). Para la 
mutante E172S (figura 50) se calculó un aumento de la N-glicosilación del 58% en la línea HEK293 
wt y, por último, la mutante C-terminal G228N + T230S (figura 52) se mostró más glicosilada en 
presencia de M70 en todas las líneas celulares HEK293. 
 
 
Figura 88. Porcentajes de N-glicosilación de las diferentes mutantes con cisteína 70 (barras verdes) ó 
metionina 70 (barras rosas), expresadas en HEK293 A-/- (panel superior) ó wt (panel inferior). En verde 
















































Se pudo descartar que la disminución en la eficiencia de N-glicosilación en las mutantes 
con cisteína se debiera a un proceso de oligomerización por formación de puentes disulfuro 
entre proteínas (figura 53). Se procedió a estudiar la estabilidad y la dinámica de plegado de las 
mutantes no glicosiladas con el objetivo de explicar el aumento en la eficiencia del proceso 
cuando hay una metionina en lugar de cisteína. Así, se pudo observar que la variante con 
metionina posee una menor estabilidad térmica respecto de la que tiene cisteína en posición 70 
(TmMet= 83.8  ±  0.3 °C vs TmCys= 92.0 ± 0.4 °C) y que se despliega a una menor concentración de 
agente desnaturalizante (figura 62). Al comparar las cinéticas de desplegado se observó que la 
mutante con metionina 70 se despliega con una cinética mucho más rápida que la que tiene 
cisteína (figura 64), mientras que la velocidad de replegado resultó muy parecida para ambas 
(figura 66). 
En resumen, la mutación C70M produjo cambios notorios en la eficiencia de 
glicosilación, los cuales fueron muy dependientes de la posición de cada secuón. Los estudios de 
estabilidad térmica y frente a GdnHCl muestran que la mutación provoca una gran 
desestabilización de la proteína. A pesar de esto, el plegado global de la misma parece 
conservarse. Esto se evidencia por la gran similitud de los espectros de dicroísmo circular y de 
fluorescencia. La generación del cromóforo de las GFPs es un paso muy sensible a cambios 
estructurales, y el hecho de que el cromóforo madure dando un espectro idéntico en ambas 
proteínas evidencia que la mutación no afecta el plegado global. El estudio de la cinética de 
plegado y desplegado mostró que la diferencia de estabilidad se debe principalmente a una 
mayor velocidad de desplegado de la variante M70. Esto podría ser una consecuencia de ligeros 
impedimentos estéricos generados por el mayor volumen del residuo introducido en la 
mutación. Una disminución en la energía de interacción intramolecular del estado nativo en la 
mutante bajaría la energía de activación del desplegado, generando un aumento en la velocidad 
del proceso, con la consiguiente disminución en la estabilidad termodinámica de la proteína. Por 
otra parte, el replegado de estas proteínas no mostró grandes diferencias. En ambos casos este 
proceso mostró ser muy complejo, algo normal para proteínas con tantos residuos de prolina. 
En términos generales la cinética de replegado está dominada por la topología del estado nativo. 
Puesto que el estado nativo de ambas proteínas es idéntico, no es sorprendente que presenten 
cinéticas similares de plegado. De todas formas, para obtener un panorama más completo sobre 
este punto sería necesario un estudio biofísico de todas las variantes empleadas, y no sólo de 
las proteínas madre sin secuones. 
 
De las 7 variantes de glicosilación analizadas en ambas versiones, tres vieron aumentada 
notablemente la ocupación de los secuones en la mutante C70M (NISA, NISE y G228N+T230S), 
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dos tuvieron efectos intermedios (E172S y N146S), y las otras dos mostraron poco o ningún 








Tabla 28. Resumen de los cambios observados en la ocupación de los secuones al introducir la 
mutación C70M y ser expresadas en las líneas HEK293. “Similar, ~100 %”: variantes que presentaron 
niveles de ocupación cercana al 100 % y similar entre las versiones C70 y M70. Los signos > indican el 
grado de aumento cualitativo en la ocupación de la variante M70 respecto de la proteína C70. “no 
cuantificable”: la intensidad de las bandas del western blot fue distinta entre las muestras y no 
permite una cuantificación confiable. 
 
Estos cambios se pueden visualizar en la figura 89, en donde se marca la posición de la 
M70 y se emplea un código de colores para clasificar los cambios en la ocupación de los 
secuones. 
 
Figura 89. Ubicación de las posiciones glicosilables empleadas en las variantes C70 y M70. El código de 
colores indica cualitativamente los cambios en la ocupación de los secuones al introducir la mutación 
C70M. Rojo:  gran aumento. Naranja: aumento apreciable. Verde: ocupación cercana al 100 % en 
todos los casos. 
 
Las variantes K41S e Y151S presentan eficiencias de glicosilación muy altas ya en la 
versión C70, habiendo muy poco margen para que este parámetro mejore en la mutante C70M. 
Las variantes que más vieron incrementada la ocupación en la mutante C70M fueron las NISA, 
Variante Wt A-/- B-/- 
K41S similar, ~100 % similar, ~100 % similar, ~100 % 
N146S no cuantificable > no cuantificable 
NISA similar, ~100 % >>> similar, ~100 % 
NISE similar, ~100 % >>> similar, ~100 % 
Y151S similar, ~100 % similar, ~100 % similar, ~100 % 
E172S > no cuantificable no cuantificable 
G228N+T230S >> >> >> 
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NISE y G228N. Estas posiciones quedan relativamente cerca de la mutación desestablizadora. El 
residuo M70 se ubica en el core hidrofóbico de la proteína, presentando una gran restricción 
conformacional. En esa región existe un estrecho entramado de contactos, con poco espacio 
para acomodar cambios que impliquen el aumento de volumen de un residuo. En este escenario, 
la introducción de la mutación C70M puede afectar la calidad de las interacciones de los 
aminoácidos donde están los secuones más afectados. Esta red de interacciones está 
conformada por los residuos M70, F84, I152 y H199. Estos últimos residuos están vecinos a los 
secuones más afectados (figura 90). Por otra parte, las secuones que mostraron una mejora en 




Figura 90. Contactos entre el residuo M70 y el entorno de los secuones más afectados. 
 
Estos resultados indican que una perturbación estructural local y relativamente suave, 
puesto que no altera apreciablemente la conformación del estado plegado, puede afectar 
drásticamente la eficiencia de ocupación de sitios de N-glicosilación. Para tener una visión más 
completa de este fenómeno sería necesario generar nuevas mutaciones que modulen la 
estabilidad en ambos sentidos, y estudiar si se mantiene la correlación entre pertubaciones 
locales y distancia a los secuones más afectados. 
 
Los experimentos de pulso y caza hubiesen sido de gran aporte para nuestro trabajo ya 
que, al haber determinado que una mutación puntual como la M70C cambia la cinética de 
desplegado y, en consecuencia, impacta en el estado de N-glicosilación, puede ser que en alguna 
o todas las mutantes construidas con secuones estuviera ocurriendo un proceso de 
desestabilización como tal y que el patrón final de glicosilación que observamos no refleje lo que 
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ocurrió de modo co-traduccional sino que sea un producto de la oligosacariltransferasa 
actuando de modo post traduccional. Dado que proponemos un modelo (figura 87 y tabla 29) 
donde ambos tipos de células KO pueden glicosilar post traduccionalmente, la diferencia que 
pudiera haber en la eficiencia de N-glicosilación en función de la abundancia de codones, 
quedaría enmascarada por el favorecimiento de una cinética de desplegado mayor, donde la 
oligosacariltransferasa podría modificar al secuón post traduccionalmente. Para evaluar esta 
posibilidad, debemos clonar en un vector de expresión en bacterias a cada una de las mutantes 
de N-glicosilación y realizar los ensayos de cinética mostrados en este trabajo. Otra alternativa 
sería tener a las mutantes de N-glicosilación en sus variantes de codones frecuentes/raros en el 
contexto de cisteína 70. 
 
N-glicosilación Co-traduccional Post-traduccional 
STT3A ✓ ✓ 
STT3B pobre ✓ 
Tabla 29. Actividades propuestas para las subunidades catalíticas de la OST. 
 
Retomando el análisis del primer párrafo de esta parte de la discusión, vimos que la 
mutante G228N+T230S, cuyo secuón será modificado post traduccionalmente por estar a menos 
de 50 residuos del final de la proteína, muestra una mejora en la eficiencia de N-glicosilación 
cuando en su posición 70 posee metionina en lugar de cisteína y, hemos dicho que esta mejora 
viene dada por un aumento en la velocidad de desplegado, lo que le daría más tiempo a la OST 
para realizar la catálisis enzimática. Entonces, al evidenciar ese efecto en las células B-/-, quedaría 
establecido que la STT3A puede modificar al sitio de modo post traduccional. En el caso de las 
mutantes NISA y NISE hemos visto que en ausencia de la STT3B, la subunidad STT3A puede 
glicosilar al 100%, pero que cuando sólo está la STT3B el patrón de glicosilación es de doble 
banda y la misma se debería a un proceso post traduccional mediado por la STT3B ya que al 
comparar a las variantes con C o M70, se observa lo ya descrito acerca de la magnificación de la 
glicosilación en las proteínas con M70 debido a su disminución de la estabilidad. 
 
Si bien los estudios biofísicos realizados hasta aquí brindan información acerca del 
plegado de estas proteínas, los mismos deben ser interpretados cuidadosamente a la hora de 
extraer conclusiones válidas in vivo. En particular, el estado desplegado que presenta la proteína 
una vez que ingresa al lumen del RE puede diferir notablemente del que se obtiene luego de 
incubar en GdnHCl. Cuando la proteína emerge del ribosoma presenta los 10 residuos de prolina 
en configuración trans, debiendo isomerizar a uno de ellos (P89) para adquirir la estructura 
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nativa. Esto es una consecuencia de la actividad catalítica del ribosoma, que construye todas las 
uniones peptídicas en conformación trans. Tal escenario es muy diferente del que se tiene en 
los experimentos in vitro. Por otra parte, la gran variedad de peptidil-prolil cis-trans isomerasas 
disponibles en el lumen del RE constituye un factor adicional en la complejidad del proceso in 
vivo, donde la acción de estas enzimas afecta a la cinética de plegado de la P89, pudiendo ser 
muy distinto de lo observado in vitro.  
A la hora de diseñar una proteína de interés biotecnológico, no podemos dejar de lado 
el tema de la estabilidad. En este trabajo, hemos demostrado que una mutación puntual provoca 
que la proteína se despliegue más rápido, otorgándole a la OST más tiempo para realizar la 
transferencia del N-glicano. Dado que la glicosilación disminuye la movilidad estructural de la 
proteína e incrementa su estabilidad termodinámica87, una vez glicosilada, la estabilidad 
termodinámica de la proteína se vería aumentada88. Entonces, el estudio y conocimiento de la 
dinámica del plegado glicoproteico podría ser aplicado en la ingeniería de proteínas 
terapéuticas. Así, por ejemplo, podría generarse una mutación en la secuencia del interferón 
beta tal que su estabilidad termodinámica sea menor, su velocidad de desplegado mayor y 
esperar así que la proteína resulte más glicosilada, potenciando sus propiedades enzimáticas 






















TABLA DE USO DE CODONES EN HUMANOS   
  
  
Aminoácidos Codones Frecuencia Total Transfers Cogantes Total Transfers Near Cognates ratio 
A GCG 0,737 14 65 0,215385  
GCC 2,773 29 48 0,604167  
GCT 1,845 38 16 2,375  
GCA 1,582 38 32 1,1875 
C TGC 1,262 30 38 0,789474  
TGT 1,058 30 24 1,25 
D GAT 2,178 19 66 0,287879  
GAC 2,51 19 41 0,463415 
E GAA 2,896 13 55 0,236364  
GAG 3,959 26 47 0,553191 
F TTT 1,757 12 26 0,461538  
TTC 2,028 12 58 0,206897 
G GGC 2,222 15 35 0,428571  
GGG 1,647 16 49 0,326531  
GGA 1,647 9 49 0,183673  
GGT 1,075 24 47 0,510638 
H CAT 1,086 11 61 0,180328  
CAC 1,509 11 32 0,34375 
I ATA 0,749 19 57 0,333333  
ATT 1,6 27 31 0,870968  
ATC 2,082 22 65 0,338462 
K AAA 2,444 17 67 0,253731  
AAG 3,186 34 64 0,53125 
L TTG 1,293 14 26 0,538462  
CTA 0,715 15 34 0,441176  
CTT 1,319 15 27 0,555556  
CTG 3,964 13 42 0,309524  
TTA 0,767 7 29 0,241379  
CTC 1,959 12 24 0,5 
M ATG 2,204 20 55 0,363636 
N AAC 1,91 33 50 0,66  
AAT 1,696 33 58 0,568966 
P CCA 1,692 17 24 0,708333  
CCC 1,979 10 22 0,454545  
CCT 1,754 17 23 0,73913  
CCG 0,692 11 46 0,23913 
Q CAG 3,423 32 30 1,066667  
CAA 1,234 11 48 0,229167 
R AGA 1,217 6 41 0,146341  
CGG 1,142 11 42 0,261905  
CGA 0,617 13 26 0,5  
AGG 1,196 11 51 0,215686  
CGT 0,454 13 27 0,481481  
CGC 1,042 7 22 0,318182 
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TABLA DE USO DE CODONES EN HUMANOS (continuación) 
Aminoácidos Codones Frecuencia Total Transfers Cogantes Total Transfers Near Cognates ratio 
S TCC 1,768 11 65 0,169231  
AGC 1,946 8 51 0,156863  
TCA 1,221 16 16 1  
TCG 0,441 9 28 0,321429  
TCT 1,522 16 5 3,2  
AGT 1,213 8 36 0,222222 
T ACA 1,511 16 34 0,470588  
ACC 1,889 10 60 0,166667  
ACT 1,312 16 21 0,761905  
ACG 0,605 12 52 0,230769 
V GTT 1,103 16 45 0,355556  
GTC 1,446 11 55 0,2  
GTG 2,812 21 36 0,583333  
GTA 0,708 16 47 0,340426 
W TGG 1,317 9 45 0,2 
Y TAC 1,531 15 45 0,333333  
TAT 1,219 15 14 1,071429 
 
RESUMEN DE LA TABLA DE USO DE CODONES 
Aminoácido # codones ¿Modulable? Codón rápido 
1ra alternativa 
Codón lento Codón rápido 
2da alternativa 
A 4 SI GCC GCG GCT 
C 2 + o - TGC TGT  
D 2 + o - GAC GAT  
E 2 SI GAG GAA  
F 2 + o - TTC TTT  
G 4 SI GGC GGT GGA 
H 2 SI CAC CAT  
I 3 SI ATC ATA ATT 
K 2 SI AAG AAA  
L 6 SI CTG CTA  
M 1 NO ATG ATG  
N 2 + o - AAC AAT  
P 4 SI CCC CCG CCT, luego CCA 
Q 2 SI CAG CAA  
R 6 SI AGA CGT AGG 
S 6 SI AGC TCG TCT 
T 4 SI ACC ACG ACA 
V 4 SI GTG GTA  
W 1 NO TGG TGG  
Y 2 + o - TAC TAT  
 
• "Modulable" significa si existen opciones para poner rápidos o lentos. 
• Donde dice "+ o -" significa que casi no hay gran diferencia en el uso de codones entre 
el más abundante y el menos abundante. 
• La 2da alternativa para el codón rápido puede usarse para modular el contenido de GC 
hacia arriba o hacia abajo de los mensajeros rápidos. 
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Tabla generada a partir del trabajo de Iben et al. 2014: 
Aminoácido Codón rápido Codón lento 
A GCT GCG 
C  nd nd  
D  nd nd  
E GAG GAA 
F  nd nd  
G GGC GGG 
H  nd nd  
I ATT ATC 
K AAA AAG 
L CTG CTA 
M  - - 
N AAC AAT 
P CCT CCG 
Q CAG CAA 
R CGT CGG 
S TCT TCG 
T ACT ACG 
V GTG GTA 
W - - 





















Secuencias nucleotídicas finales de las cf-sfGFP no glicosiladas. 
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